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RESUMO 
O género Xanthomonas pertence à subdivisão gama de Proteobacteria, incluindo 27 
espécies fitopatogénicas que infectam 124 espécies de plantas monocotiledóneas e 268 de 
dicotiledóneas.  
121 isolados de Xanthomonas spp. foram sujeitos a uma caracterização genotípica, 
utilizando BOX-, ERIC- e MSP-PCR. Esta estratégia permitiu a tipificação dos isolados de 
X. fragariae e X. campestris, revelando também a elevada variabilidade genotípica de 
algumas das espécies deste género, especialmente de X. axonopodis e espécies 
relacionadas.  
A caracterização fenética e filogenética de isolados portugueses de Xanthomonas spp. 
obtidos de crucíferas foi realizada utilizando a determinação do perfil metabólico, de testes 
de patogenicidade e ensaios biológicos em plantas diferenciadoras para determinação das 
raças de X. campestris pv. campestris (Xcc), PCR com ‘primers’ específicos, caracterização 
genotípica por rep-PCR, sequenciação do genes de rRNA 16S e de gyrB e análise dos 
espectros MALDI-ToF (Matrix Assisted Laser Dessorption Ionisation – Time of Flight). Esta 
abordagem polifásica permitiu verificar a nível infra-específico a elevada diversidade 
genotípica e filogenética destes isolados, que contrasta com a homogeneidade das suas 
características culturais e metabólicas. Verificou-se também uma grande diversidade de 
perfis de patogenicidade, sendo apenas 32,4% dos isolados incluídos nas raças de Xcc, 
pelo que, na generalidade, a classificação em raças não se revelou adequada para a 
tipificação de perfis de virulência. A aplicação de MALDI-ToF originou uma árvore 
taxonómica de topologia semelhante à obtida com base na análise de gyrB, excepto para o 
isolado CPBF 1257. O isolado CPBF 47 revelou características atípicas para a generalidade 
das abordagens utilizadas, sendo exemplar único de uma espécie distinta das até agora 
descritas. 
Finalmente, determinou-se a sensibilidade de isolados de Xcc a compostos bioactivos 
presentes nos óleos essenciais de plantas aromáticas. Foi possível observar uma elevada 
actividade antibacteriana do óleo essencial de orégãos e cravinho, indicando o seu potencial 
como alternativa biotecnológica para o controlo de X. campestris e de espécies 
relacionadas. 
 
Palavras – chave: Bacteriose vascular das crucíferas, Brassica oleracea, caracterização 
fenética, sequenciação de genes, controlo biológico. 
 
ABSTRACT 
The genus Xanthomonas belongs to the gamma subdivision of Proteobacteria, including 27 
pathogenic species, infecting at least 124 monocotyledonous and 268 dicotyledonous plant 
species.  
121 strains of Xanthomonas spp. from the Portuguese Collection of Phytopathogenic 
Bacteria (CPBF) were studied at the genotypic level, using BOX-, ERIC- and MSP-PCR. This 
approach allowed to typify and to characterize strains of X. fragariae and X. campestris, also 
revealing the high genotypic variability of some species within this genus, especially 
X. axonopodis and related species.  
Portuguese isolates of Xanthomonas spp. obtained from crucifers were phenetically and 
phylogenetically characterized through metabolic profiling, pathogenicity tests, biological 
assays on differential hosts to determine X. campestris pv. campestris (Xcc) races, PCR with 
specific primers, genotypic characterization by rep-PCR, phylogenetic analysis of 16S rRNA 
and gyrB genes and MALDI-ToF (Matrix Assisted Laser Dessorption Ionisation - Time of 
Flight) spectral analysis. This polyphasic approach showed a high genotypic and 
phylogenetic diversity at the infra-specific level, which contrasts with the homogeneity of their 
cultural and metabolic features. There was also a great diversity of pathogenicity profiles, 
with only 32.4% of the isolates being included in previously determined Xcc races. Therefore, 
for the majority of the isolates, the classification into races was not adequate for the 
characterization of their pathogenic profiles. The application of MALDI-ToF produced a tree 
with similar topology to that obtained using gyrB phylogenetic data, except for the isolate 
CPBF 1257. Isolate CPBF 47 showed atypical features for most of the approaches used and 
therefore seems to be an unique specimen of a species distinct from hitherto described. 
Additionally, the sensitivity of isolates of Xanthomonas spp. to bioactive compounds present 
in the essential oils of aromatic plants was determined. A strong antibacterial activity was 
shown by the essential oil of oregano and clove, indicating their potential for a future 
biotechnological approach towards the control of Xc and related species. 
 
Key-words: Black rot, Brassica oleracea, phenetic characterization, gene sequencing 
biological control 
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Introdução 
O género Xanthomonas pertence à subdivisão gama de Proteobacteria e inclui 27 espécies 
fitopatogénicas (Garrity et al., 2007), muitas das quais provocam importantes doenças em 
plantas cultivadas (herbáceas e lenhosas), bem como em plantas espontâneas. 
Globalmente, as espécies deste género podem provocar doenças em pelo menos 124 
espécies de plantas monocotiledóneas e 268 de dicotiledóneas (Chan & Goodwin, 1999), 
incluindo árvores de fruto, solanáceas, brassicáceas e gramíneas.  
As espécies de Xanthomonas podem provocar uma grande variedade de sintomas, incluindo 
necroses, cancros e pintas, que afectam vários órgãos da planta. Apesar de, como género, 
o leque de hospedeiros ser vasto, individualmente cada espécie (e suas patovares) 
apresenta um leque de hospedeiros bastante restrito, marcado pela especificidade dos 
locais de entrada na planta e pelos tecidos infectados. Assim, estes agentes fitopatogénicos 
podem penetrar na planta através dos estomas, colonizando os espaços intercelulares do 
mesófilo, ou através de hidátodos ou feridas, colonizando a planta através do seu sistema 
vascular. 
Apesar de patogenicamente muito diversas, as espécies de Xanthomonas são cultural e 
fisiologicamente muito semelhantes. As células Gram-negativas em forma de bastonete 
apresentam dimensões que variam entre 0,7 µm e 2 µm de comprimento e entre 0,4 µm e 
0,7 µm de largura, sendo móveis graças à presença de um único flagelo polar. A grande 
maioria das espécies forma colónias amarelas, devido à produção de carotenóides 
fotoprotectores chamados xantomonadinas, e altamente mucóides, devido à produção do 
exopolissacárido xantano. Além da enorme importância na patogenicidade, este 
polissacárido parece também ser essencial à sobrevivência das células bacterianas, 
oferecendo protecção contra radiação UV, congelamento e dissecação (Meyer & 
Bogdanove, 2009). 
Em termos genómicos o género Xanthomonas é caracterizado por uma enorme diversidade, 
o que torna difícil a sua classificação (Meyer & Bogdanove, 2009). Por outro lado, a 
classificação taxonómica destes organismos, a nível específico e infra-específico, baseia-se 
essencialmente em características fenotípicas, como por exemplo o leque de hospedeiros, e 
que por vezes não traduzem as relações genotípicas existentes entre as várias estirpes. 
Xanthomonas campestris é considerado o organismo causal da bacteriose vascular das 
crucíferas („black rot‟) em variadas plantas hortícolas, como distintas variedades de couve 
(Brassica oleracea), mostarda (B. juncea), nabo (B. rapa) e rabanete (Raphanus sativus), 
afectando também a crucífera modelo Arabidopsis thaliana (Qian et al., 2005). A bacteriose 
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vascular das crucíferas é uma doença que provoca graves prejuízos económicos por todo o 
mundo, incluindo Portuga,l onde foi descrita pela primeira vez no ano de 1961 (Pinto-
Ganhão, 1962).  
De acordo com a Organização das Nações Unidas para a Agricultura e Alimentação (FAO – 
Food and Agriculture Organization), em Portugal, no ano de 2007, a área de cultivo de 
couves e outras brassicáceas foi de 9000 Ha, dos quais se retiraram 1 500 000 toneladas de 
produção (http://faostat.fao.org), dados que traduzem a importância socio-económica desta 
cultura no país. 
Geralmente, a bacteriose desenvolve-se no campo durante o final do Verão, quando a 
temperatura e a humidade são mais elevadas. A bactéria penetra nas plantas através de 
feridas ou de aberturas naturais das raízes ou folhas, como os hidátodos (Qian et al., 2005). 
As plantas infectadas desenvolvem lesões cloróticas em forma de V, com as nervuras 
necrosadas, ao longo das margens da folha. À medida que a infecção progride, as lesões 
foliares aumentam, tornando-se necróticas e podendo ocupar a totalidade da folha, que 
acaba por cair. Quando cortados, os caules apresentam necrose dos feixes vasculares, que 
pode ser mais ou menos extensa conforme a progressão da doença.  
O solo, as plantas infestantes dos campos de cultivo de couve e as próprias sementes 
funcionam como reservatórios da bactéria, onde esta consegue sobreviver durante vários 
anos (Zhao et al., 2002). Desta forma, a dispersão das sementes, as águas de rega e a 
escorrência das águas da chuva contribuem activamente para a dispersão da bactéria e, 
consequentemente, da doença que provoca (Zhao et al., 2002). 
Actualmente, o controlo da bacteriose vascular passa pela utilização de sementes isentas de 
X. campestris, rotação das culturas, higiene durante manipulações culturais e o processo de 
colheita e acondicionamento das plantas de brassicáceas, remoção de ervas daninhas, bem 
como dos resíduos que ficam no campo após a colheita e sua posterior destruição (Zhao et 
al., 2002). Por outro lado, foram já descritas variedades de Brassica oleracea menos 
susceptíveis ou mais tolerantes/resistentes a X. campestris, pelo que a sua utilização pode 
ser útil no controlo da bacteriose vascular das crucíferas (Vicente et al., 2001). Apesar dos 
esforços para criar variedades de B. oleracea menos susceptíveis a X. campestris, o 
controlo deste organismo passa, normalmente, pela aplicação de substâncias químicas de 
síntese, com elevada toxicidade e que conduzem ao aparecimento de fenómenos de 
resistência adquirida por parte dos microrganismos. Desta forma, é urgente o 
desenvolvimento de alternativas eficazes e com menores riscos ambientais para o controlo 
de X. campestris.  
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O trabalho experimental desenvolvido encontra-se dividido em três capítulos, que 
apresentam objectivos distintos. No Capítulo 1 procedeu-se à caracterização genotípica de 
uma colecção de 121 isolados de Xanthomonas spp., usando métodos de „fingerprinting‟ 
genómico como MSP-, BOX- e ERIC–PCR, com o objectivo estudar de forma mais profunda 
os isolados que se encontravam identificados, na sua maioria, apenas por via clássica.  
No Capítulo 2 procedeu-se à caracterização polifásica de uma colecção de isolados 
portugueses de X. campestris, utilizando métodos baseados em características fenotípicas, 
genotípicas e filogenéticas. O estudo fenotípico dos isolados foi efectuado recorrendo ao 
estudo do seu perfil bioquímico e à determinação das raças de X. campestris pv. campestris, 
de modo a verificar a possível existência de variabilidade fenotípica e fisiológica entre os 
isolados desta patovar. Estes resultados, aliados aos dados genotípicos obtidos para 
X. campestris na primeira fase do trabalho, permitiram escolher oito isolados representativos 
da variabilidade genotípica e fenotípica, que foram utilizados em estudos subsequentes. 
Procedeu-se então ao enquadramento filogenético desses oito isolados, através da 
sequenciação do gene de rRNA 16S e do gene codificante para a subunidade B da enzima 
DNA girase, gyrB. Os dados filogenéticos obtidos através da sequenciação de gyrB foram 
também comparados com os espectros MALDI-ToF de cada estirpe.  
No Capítulo 3, os mesmos oito isolados foram utilizados na determinação in vitro da 
sensibilidade de X. campestris a compostos bioactivos presentes nos óleos essenciais de 
quatro plantas aromáticas com actividade biológica conhecida, com o objectivo de avaliar o 
potencial da utilização de compostos de origem vegetal no controlo biológico de 
Xanthomonas spp. 
Por último, no Capítulo 4, apresentam-se de forma sintética as conclusões obtidas ao longo 
deste trabalho. 
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1. Caracterização genotípica de isolados de Xanthomonas spp.  
1.1. Introdução 
A taxonomia do género Xanthomonas tem vindo a sofrer inúmeras alterações ao longo dos 
anos. Até 1974 era prática comum a aplicação do conceito „novo hospedeiro – nova espécie‟ 
para classificar novos organismos, sendo o resultado prático deste conceito a formação de 
um género complexo, com mais de 100 espécies (Vauterin et al., 1995). Em 1978, foi 
proposta uma reclassificação do género devido à impossibilidade de distinguir muitas 
espécies através de qualquer outra característica que não a especificidade para com o 
hospedeiro (Vauterin et al., 1995). No entanto, a homogeneidade relativamente a muitas 
características fenotípicas do género e a falta de informação sobre a especialização 
fitopatogénica dos taxa levou a uma fusão de quase todas as espécies de Xanthomonas 
numa única, Xanthomonas campestris (Vauterin et al., 2000). Os nomes das antigas 
„nomenespécies‟ (i.e., espécies apenas distinguíveis pelo nome) foram preservados nesta 
nova classificação como patovares de X. campestris (Vauterin et al., 2000). No entanto, para 
além das patovares serem definidas apenas com base no hospedeiro, não tendo, portanto, 
lugar num sistema de classificação moderno, este sistema apresenta ainda 3 problemas 
práticos: (i) na maioria dos casos, o leque de hospedeiros de cada patovar não está 
totalmente identificado; (ii) existe uma heterogeneidade genómica significativa dentro de 
várias patovares; (iii) as bactérias não patogénicas não podem ser classificadas com recurso 
a este sistema (Vauterin et al., 2000). Nos últimos anos, os estudos sobre Xanthomonas 
spp. evidenciaram que a classificação resultante da aplicação do conceito acima referido, na 
qual X. campestris apresenta mais de 140 patovares (Vauterin et al., 1995), não reflecte as 
relações genómicas entre esses organismos, pelo que a aplicação de métodos genotípicos 
se revela essencial para uma melhor e mais completa classificação. 
De entre os vários métodos biomoleculares, a hibridação DNA-DNA é considerado o „gold 
standard‟ na classificação e na delimitação de espécies bacterianas. Actualmente, um valor 
de semelhança genómica total de 70% representa um critério internacional para definir o 
nível de espécie bacteriana (Rademaker et al., 2000, 2005). No entanto, as abordagens 
baseadas na semelhança de DNA são experimentalmente muito lentas, quando se trata de 
analisar grandes colecções de isolados de origem biótica, sendo, portanto, pouco práticas 
(Rademaker et al., 2000, 2005). De forma a evitar ou minimizar estas dificuldades, foram 
introduzidas novas técnicas menos laboriosas de „fingerprinting‟ genómico baseadas na 
reacção em cadeia da polimerase (PCR), como rep-PCR, para analisar relações genotípicas 
entre estes organismos (Rademaker et al., 2005).  
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O „fingerprinting‟ genómico por rep-PCR utiliza „primers‟ com sequências de bases 
complementares de sequências de DNA altamente conservadas e repetitivas, presentes em 
múltiplas cópias nos genomas da maioria das bactérias Gram-negativas e em algumas 
Gram-positivas (Rademaker & De Bruijn, 1997). De entre as várias famílias de sequências 
repetitivas conhecidas, a sequência ERIC (sequência consenso intergénica de 
enterobactérias) de 124 a 127 pb e o elemento BOX de 154 pb parecem estar localizados 
em posições intergénicas distintas por todo o genoma e em ambas as orientações, 
permitindo a amplificação por PCR de regiões do genoma delimitadas por estes elementos 
(Rademaker & De Bruijn, 1997). Uma vez que a organização do genoma bacteriano é 
moldada pela selecção, a distribuição das sequências repetitivas pode ser indicativa da 
estrutura e evolução desse mesmo genoma. Com base neste conceito é possível 
estabelecer uma correlação entre um perfil de „fingerprinting‟ genómico, representativo da 
distribuição e arranjo das sequências repetitivas no genoma, e uma linha evolutiva 
especializada, como por exemplo a patovar (Louws et al., 1994). Desta forma, os perfis de 
„fingerprinting‟ genómico gerados por ERIC-PCR e BOX-PCR a partir de isolados 
bacterianos podem permitir a diferenciação ao nível específico, subespecífico e infra-
subespecífico (Rademaker & De Bruijn, 1997).  
Além de rep-PCR existe ainda outra abordagem de „fingerprinting‟ genómico, o MSP-PCR – 
„Microsatellite-Primed PCR‟ – baseada na existência de sequências de mini e microsatélites 
ao longo do genoma. Esta técnica faz uso de „primers‟ complementares de sequências de 
microsatélites ou minisatélites (sequências com pequenos motivos, de 2 a 4 nucleótidos, 
repetidas em „tandem‟), que existem em elevado número de cópias dispersas no genoma de 
organismos eucarióticos (Martin et al., 1998). O „primer‟ minisatélite csM13 corresponde a 
uma sequência existente em elevado número de cópias nos genomas e de distribuição 
universal, possuindo também potencialidades em estudos de „fingerprinting‟ genómico 
(Ryskov et al., 1988). 
Os métodos biomoleculares usando o elemento BOX e a sequência ERIC foram já utilizados 
com sucesso em vários estudos de caracterização genotípica de isolados de Xanthomonas 
spp., onde permitiram a tipificação e a determinação da diversidade genómica das estirpes 
em estudo (Lows et al., 1994; Vicente et al., 2006). Apesar de o „primer‟ csM13 ser mais 
utilizado no estudo de organismos eucarióticos (Gadanho & Sampaio, 2003; Valério et al., 
2009), existem também outros estudos que revelam o seu potencial na identificação e 
tipificação de bactérias pertencentes a vários géneros (Costa et al., 2006; Chambel et al., 
2007; Cruz, 2007).  
A utilização de BOX e ERIC-PCR visou a caracterização genotípica e a avaliação da 
diversidade genómica de uma colecção de 121 isolados de Xanthomonas spp., na sua 
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maioria de origem portuguesa, que apenas estavam caracterizados por via clássica, 
utilizando testes bioquímicos para o estudo das suas características fisiológicas e testes de 
patogenicidade, e/ou por PCR com „primers‟ específicos. Por outro lado, a utilização de 
MSP-PCR teve como principal objectivo avaliar o seu potencial como método de 
„fingerprinting‟ genómico para a caracterização de Xanthomonas spp., já que esta técnica se 
revela menos morosa, sendo assim mais prática para a caracterização de um grande 
número de isolados. 
1.2 Material e Métodos 
1.2.1. Isolados bacterianos 
Os 121 isolados bacterianos usados neste estudo estão descritos na Tabela 2.1. Os 
isolados utilizados pertencem à Colecção Portuguesa de Bactérias Fitopatogénicas (CPBF) 
do Instituto Nacional de Recursos Biológicos (INRB), sendo a sua maioria obtidos em 
Portugal e provenientes de amostras de diversas plantas cultivadas e espontâneas. Existem 
também vários isolados estrangeiros, provenientes de colecções internacionais de bactérias 
fitopatogénicas ou obtidos através da participação do laboratório em projectos e ensaios 
interlaboratoriais internacionais da especialidade. Os isolados estavam originalmente 
conservados em criotubos a -80°C, de onde foi retirada uma porção de crescimento 
bacteriano para placas contendo o meio de cultura gelosado YDC (Yeast Dextrose Chalk 
Agar) (Lelliott & Stead, 1987), as quais foram incubadas a 27°C durante 48 horas, sendo o 
crescimento bacteriano obtido posteriormente utilizado em estudos subsequentes. 






Organismo Hospedeiro Ano País/Concelho 
46  X. campestris 
Brassica oleracea convar. acephala 
var.sabellica 
2003 Portugal/ Sintra 
47  X. campestris Roripa nasturtium-aquaticum 2003 Portugal/ Sintra 
62 
T
 ATCC 33913 
X. campestris pv. 
campestris 
Brassica oleracea var. gemmifera 1957 Reino Unido 
63 NCPPB 2985 X. hortorum pv. pelargonii 
Pelargonium peltatum cv. „ La 
France‟ 
1974 Nova Zelândia 
65 NCPPB 599 X. hyacinthi Hyacinthus orientallis 1958 Holanda 
66 NCPPB 2700 X. translucens pv. graminis Dactylis glomerata 1973 Suiça 
133  X. hortorum pv. carotae Daucus carota 1992 - 
(a)
 
134  X. translucens Triticum aestivum - - 
140  X. campestris Brassica oleracea var. costata 2003 Portugal / Almada 
143  X. campestris 
Brassica oleracea convar. capitata 
var. alba 
2003 Portugal/ Sintra 
207  X. campestris 
Brassica oleracea convar. botrytis 
var. botrytis cv. „ Asterix‟ 
2003 Portugal/ Sintra 
208  X. campestris Brassica oleracea var. costata 2003 Portugal/ Sintra 
209  X. campestris Brassica oleracea var. costata 2004 Portugal/ Sintra 
210  X. campestris 
Brassica oleracea convar. botrytis 
var. botrytis 
2004 Portugal/Coruche 
     (cont.) 





Organismo Hospedeiro Ano País/Concelho 
211  X. campestris 
Brassica oleracea convar. botrytis 
var. botrytis 
2004 Portugal/Coruche 
212  X. campestris Brassica oleracea var. costata 2004 Portugal/ Sintra 
213  X. campestris Brassica oleracea var. costata 2004 Portugal/ Sintra 
216  X. campestris 
Brassica oleracea convar. botrytis 
var. botrytis 
2005 Portugal/ Santarém 
278  X. campestris Brassica sp. 1992 - 
279  X. campestris Brassica sp. - - 
329  X. campestris Brassica oleracea var. costata 2004 Portugal/ Sintra 
330  X. campestris Brassica oleracea var. costata 2004 Portugal/ Sintra 
331  X. campestris Brassica oleracea var. costata 2004 Portugal/ Sintra 
332  X. campestris Brassica oleracea var. costata 2004 Portugal/ Sintra 
348 NCPPB 409 X. citri subsp. citri Citrus limon 1956 Nova Zelândia 
349 LMG 9177 X. citri subsp. citri Citrus reticulata - Japão 
350 LMG 9178 X. citri subsp. citri Citrus reticulata - Japão 
351 LMG 9179 
X. fuscans subsp. 
aurantifolii 
Citrus limon - Argentina 
352 Civerolo XC 69 
X. fuscans subsp. 
aurantifolii 
Citrus limon - Argentina 
353 LMG 9181 
X. fuscans subsp. 
aurantifolii 
Citrus aurantifolia - Brasil 
354 LMG 9182 
X. fuscans subsp. 
aurantifolii 
Citrus aurantifolia - México 
355 LMG 9654 
X. fuscans subsp. 
aurantifolii 
Citrus aurantifolia - Brasil 
356 LMG 9658 
X. fuscans subsp. 
aurantifolii 
Citrus aurantifolia - Brasil 
357 LMG 9161 
X. alfalfae subsp. 
citrumelonis 
Citrus paradisi - EUA / Florida 
 
358  
X. alfalfae subsp. 
citrumelonis 
- - - 
359 LMG 9169 
X. alfalfae subsp. 
citrumelonis 
Poncirus trifoliata x Citrus paradisi - 





X. citri subsp. citri Citrus sinensis 1981 Brasil 
384 NCPPB 3233 
X. fuscans subsp. 
aurantifolii 
Citrus aurantiifolia 1982 Brasil 
385  X. axonopodis pv. citri - - - 
394  X. campestris Ranunculus sp. 2005 Portugal/ Montijo 
397 CFBP 2911 X. citri subsp. citri Citrus sp. - Paquistão 
399 P 702 X. axonopodis pv. phaseoli - - EUA 
400 P 703 X. axonopodis pv. phaseoli - - EUA 




X. fragariae Fragaria x Ananassa 1993 Itália 
406  X. hortorum pv. pelargonii Pelargonium peltatum 2005 Portugal/Montijo 
436  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Tudla‟ 1995 Portugal 
444  X. fragariae Fragaria x Ananassa 1995 Portugal/ Setúbal 
463  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Tudla‟ 1997 Portugal/ Coruche 
466  X. fragariae Fragaria x Ananassa 1993 Canadá 
467  X. fragariae Fragaria x Ananassa 1997 EUA 
468  X. fragariae Fragaria x Ananassa 1997 EUA 
469 NCPPB 1469 X. fragariae Fragaria chiloensis cv. „Ananassa‟ 1960 EUA 
489  X. campestris Brassica oleracea var. costata 1997 Portugal/ Loures 
490  X. vesicatoria Capsicum annuum cv. „Gusto‟ 1997 Portugal/ Santarém 
507  X. fuscans subsp. fuscans Phaseolus sp. 1997 Canadá 
508  X. fuscans subsp. fuscans Phaseolus sp. 1997 Canadá 
509  X. fuscans subsp. fuscans Phaseolus sp. 1997 Canadá 
511  X. axonopodis pv. phaseoli Phaseolus sp. 1997 Canadá 
     (cont.) 





Organismo Hospedeiro Ano País/Concelho 
512  X. axonopodis pv. phaseoli Phaseolus sp. 1997 Canadá 
513  X. axonopodis pv. phaseoli Phaseolus sp. 1997 Canadá 
514  X. axonopodis pv. phaseoli Phaseolus sp. 1997 Canadá 
515  X. axonopodis pv. phaseoli Phaseolus sp. 1997 Canadá 
516  X. axonopodis pv. phaseoli Phaseolus sp. 1997 Canadá 
517  X. axonopodis pv. phaseoli Phaseolus sp. 1997 Canadá 
589  X. campestris 
Brassica oleracea convar. botrytis 
var. botrytis 
2005 Portugal/ Santarém 
604  X. campestris 
Brassica oleracea convar. capitata 
var. sabauda 
2005 Portugal/ Santarém 
609  X. fragariae Fragaria x Ananassa 1998 Portugal/ Palmela 
610  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Camarosa‟ 1998 Portugal/ Almeirim 
612  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Elsanta‟ 1998 Alemanha 
613  X. fragariae Fragaria x Ananassa 1998 Irlanda 
614  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Seascape‟ 1998 Espanha 
618  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Gariguette‟ 1998 França 
620  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Korona‟ 1998 Alemanha 
621  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Milsei‟ 1998 Espanha 
622  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Camarosa‟ 1998 Espanha 
623  X. fragariae Fragaria x Ananassa 1998 Espanha 
643 NCPPB 381 X. fuscans subsp. fuscans Phaseolus vulgaris 1957 Canadá 
644  X. axonopodis pv. phaseoli Phaseolus sp. 1998 Canadá 
667  X. campestris Brassica sp. - - 
668  X. campestris Brassica sp. 1998 Portugal 
794 NCPPB3035 X. axonopodis pv. phaseoli Phaseolus vulgaris 1978 EUA 
795 NCPPB 381 X. fuscans subsp. fuscans Phaseolus vulgaris 1957 Canadá 
823  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Camarosa‟ 1999 Portugal/ Sabugal 
824  X. campestris Brassica sp. - - 
828  X. fragariae Fragaria x Ananassa 1999 - 
854  X. fragariae Fragaria x Ananassa 2000 - 
863  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Camarosa‟ 2000 
Portugal/ Salvaterra 
de Magos 
864  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Aromas‟ 2000 
Portugal/ Salvaterra 
de Magos 
865  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „PS 592‟ 2000 
Portugal/ Salvaterra 
de Magos 
866  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Camarosa‟ 2000 
Portugal/ Salvaterra 
de Magos 
867  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Maya‟ 2000 - 
930  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Kimberly‟ 2000 Portugal/ Faro 
954  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „BG 386‟ 2001 EUA 
955  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Camarosa‟ 2001 Portugal 
958  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Selva‟ 2001 Portugal 
959  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Selva‟ 2001 Portugal 
960  X. fragariae Fragaria x Ananassa 2001 - 
961  X. fragariae 




X. axonopodis pv. 
dieffenbachiae 
Anthurium sp 2001 Portugal/ Famalicão 
964  
X. axonopodis pv. 
dieffenbachiae 
Anthurium sp 2001 Portugal/ Famalicão 
1042  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Onda‟ 2001 - 
1043  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Seneca‟ 2001 - 
1044  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „BG 380‟ 2001 
Portugal/ Salvaterra 
de Magos 
1098  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Camarosa‟ 2002 Portugal/ Guarda 
1099  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „San Juan‟ 2002 EUA 
     (cont.) 





Organismo Hospedeiro Ano País/Concelho 
1100  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Tudla New‟ 2002 Espanha 
1101  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Diamante‟ 2002 Portugal/ Guarda 
1102  X. fragariae Fragaria x Ananassa cv. „Camarosa‟ 2002 Espanha 
1126  X. campestris Brassica oleracea 2002 Portugal/ Pombal 
1135  X. campestris 
Brassica oleracea convar. capitata 
var. alba cv.  Duchy 
2002 Portugal/ Odemira 
1136  X. campestris 
Brassica oleracea convar. capitata 
var. alba cv.  Duchy 
2002 Portugal/ Odemira 
1137  X. hortorum pv.  pelargonii Pelargonium sp. 2002 Portugal/ Montijo 
1143  X. hortorum pv. pelargoni 
Pelargonium zonale cv. „Balcon 
Imperial‟ 
2006 Portugal/ Montijo 
1144  X. hortorum pv. pelargonii 
Pelargonium peltatum cv. „Tango 
Dark Red‟ 
2006 Portugal/ Montijo 
1171  X. campestris 
Brassica oleracea convar. capitata 
var. sabauda cv.  „Savonarch‟ 
2006 Portugal/ Santarém 
1175  X. campestris 
Brassica oleracea convar. botrytis 
var. botrytis 
2006 Portugal/ Peniche 
1176  X. campestris 
Brassica oleracea convar. botrytis 
var. botrytis 
2006 Portugal/ Peniche 
1198  X. campestris Brassica kaber var. pinnatifida 2007 Portugal/ Lisboa 
1257  X. campestris Erysimum sp. cv.  „Bowl Mauve‟ 2008 Portugal/ Montijo 
(a) 
Não identificado 
1.2.2. Extracção do DNA genómico 
Os isolados bacterianos cresceram durante 48h a 27°C em meio de cultura YDC (Lelliott & 
Stead, 1987). Efectuaram-se suspensões de alíquotas do crescimento em água destilada 
esterilizada e a sua O.D. foi ajustada a 0,1 a 600nm (correspondendo a 108 cfu.mL-1). As 
células bacterianas foram depois lisadas durante 7 minutos a 95°C e os lisados conservados 
a -20°C para futuras utilizações. 
1.2.3. ‘Primers’ e condições de reacção e amplificação para BOX, ERIC, e MSP-PCR  
Os isolados de Xanthomonas spp. foram analisados através do estudo de sequências 
repetidas do genoma por BOX-PCR, usando o „primer‟ BOXA1R (5‟-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3‟) correspondente à sequência da sub-unidade BOX A 
do elemento BOX de 154pb, e por ERIC-PCR, usando os „primers‟ ERIC1R (5‟- 
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA-3‟) e ERIC2 (5‟- AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG- 3‟), de 
acordo com Louws et al. (1994). O estudo dos minisatélites por MSP-PCR foi efectuado 
utilizando o „primer‟ csM13 (5‟- GAGGGTGGCGGTTCT -3‟). Os „primers‟ foram sintetizados 
por Invitrogen S.A. (Barcelona, Espanha) e a amplificação foi efectuada num termociclador 
PTC100 MJ Research Termalcycler (Ecogen, S.L., Barcelona, Espanha). 
Nas misturas de reacção utilizando o „primer‟ BOXA1R e os „primers‟ ERIC1R e ERIC2 
foram respeitadas as condições descritas por Lows et al. (1994), tendo sido introduzidas 
algumas modificações. Para BOX-PCR foram usadas reacções de 25µl, contendo 1,5 mM 
MgCl2, 200 µM dNTPs, BSA 1% (w/v), 50µM de „primer‟ BOXA1R e 2U Taq DNA polimerase 
(Invitrogen S.A., Barcelona, Espanha). Para ERIC-PCR foram igualmente usadas reacções 
de 25µl, contendo 1,5 mM MgCl2, 200 µM dNTPs, 50µM de cada „primer‟ ERIC1R e ERIC2 e 
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0,5U Taq DNA polimerase (Invitrogen S.A., Barcelona, Espanha). Em ambos os casos 
procedeu-se à amplificação do DNA de acordo com as condições definidas por Lows et al. 
(1994). Para MSP-PCR utilizaram-se reacções de 25µl contendo tampão de reacção 1X, 
3mM MgCl2, 200µM dNTPs, BSA 1% (w/v), 50µM de „primer‟ csM13 e 2,5U Taq DNA 
polimerase (Invitrogen S.A., Barcelona, Espanha). O DNA foi amplificado de acordo com as 
seguintes condições de amplificação: um ciclo inicial de 5 min a 94°C seguido de 40 ciclos 
constituídos por desnaturação do DNA durante 1 min a 94°C, emparelhamento do „primer‟ 
durante 1 min a 55°C e extensão durante 2 min a 72°C, finalizando com uma extensão final 
de 6 min a 72°C (Gadanho & Sampaio, 2003). Um volume de 10µl dos produtos de 
amplificação foi separado por electroforese em gel de agarose (1,5%) em TAE (1X) para 
MSP-PCR e (2%) em TAE (1X) para ERIC e BOX-PCR, sujeito a uma corrente de 3V/cm 
durante 3 h para MSP-PCR ou 8 h para BOX-PCR e 2V/cm durante 6 h para ERIC-PCR. Os 
géis foram corados com uma solução de brometo de etídeo (0,5µg.mL-1) e fotografados com 
uma câmara fotográfica digital Kodak DC-290 utilizando o software 1D LE 3.6 (Kodak 
Scientific Imaging Systems, Edinbrugh, Scotland) para aquisição de imagem. 
1.2.4. Análise numérica dos perfis de ‘fingerprinting’ gerados por BOX, ERIC e MSP-
PCR 
As imagens adquiridas foram tratadas com o software Bionumerics 4.61 (Applied Maths, 
Sint-Martens-Laten, Belgium). Após normalização das imagens correspondentes a cada 
perfil de „fingerprinting‟, foram obtidos os respectivos perfis densitométricos. O número, 
posição, altura e área dos picos densitométricos de cada perfil foram utilizados para 
caracterizar a similaridade existente entre os perfis de „fingerprinting‟ correspondentes a 
cada isolado bacteriano estudado. Os valores densitométricos obtidos foram utilizados para 
calcular o coeficiente de correlação de Pearson, que permite a comparação directa da 
totalidade dos perfis densitométricos e que se revela mais robusto e objectivo do que outros 
coeficientes igualmente usados, uma vez que é menos sensível às diferenças de 
„background‟, bastante comuns no caso de perfis complexos como os que são gerados por 
rep-PCR (Rademaker & De Bruijn, 1997). A análise numérica dos perfis de „fingerprinting‟ e 
a associação entre as estirpes foram determinadas por aglomeração hierárquica utilizando a 
média aritmética não ponderada (UPGMA). 
A reprodutibilidade obtida para os diferentes métodos foi determinada através do cálculo da 
média dos índices de similaridade para 10% das estirpes e respectivas réplicas, as quais 
foram utilizadas em experiências independentes. 
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1.3. Resultados e discussão 
A utilização dos métodos de „fingerprinting‟ genómico referidos anteriormente permitiu obter 
perfis polimórficos com bandas bem individualizadas para BOX, ERIC e MSP-PCR, 
conforme se verifica nas Figuras 1.1, 1.2 e 1.3, respectivamente. 
Os perfis de fingerprinting dos 121 isolados gerados por BOX-PCR permitiram a construção 
de um dendrograma (Figura 1 em Anexo) para o qual foi obtido um coeficiente de correlação 
cofenética de 0,88, mostrando uma elevada coerência com os dados originais. Este valor 
encontra-se acima dos limites de qualidade (0,70 – 0,80) descritos por Priest & Williams 
(1993), permitindo a aceitação das estruturas hierárquicas obtidas.  
A análise global do dendrograma permite distinguir 3 „megaclusters‟, B1, B2 e B3. O „cluster‟ 
B1 (r=35,3%) integra todos os isolados de X. fragariae e o único isolado de X. hyacinthi. Os 
isolados de X. fragariae agrupam-se num „cluster‟ com 49,8% de semelhança, indicando a 
existência de um elevado grau de homogeneidade intraespecífica. Por outro lado, a inclusão 
do isolado de X. hyacinthi neste „cluster‟ pode ser indicativa de uma maior semelhança 
genómica desta espécie com X. fragariae. No entanto, o facto de este ser um isolado único 
impede que se retirem estas conclusões, já que este isolado pode ser atípico ou estar mal 
classificado. Os perfis genotípicos gerados por BOX-PCR permitiram a tipificação de X. 
fragariae, já que são claramente distintos dos perfis gerados para os isolados de outras 
espécies e muito semelhantes entre si. Em 2005, Rademaker et al. tinham já estabelecido o 
enorme potencial de BOX-PCR na identificação e classificação desta espécie. 
O „cluster‟ B2 engloba isolados de 6 espécies distintas, que se agrupam a 27,9% de 
semelhança, formando um „cluster‟ muito heterogéneo. No entanto é possível verificar a 
existência de „clusters‟ de menores dimensões e com níveis superiores de similaridade 
constituídos por alguns isolados da mesma espécie/subespécie/patovar. Exemplo disso é a 
formação de um „cluster‟ com 8 isolados de X. axonopodis pv. phaseoli agrupados a 74,7% 
de semelhança, sendo a maioria provenientes da mesma espécie hospedeira e da mesma 
área geográfica. 
O „cluster‟ B3 (r=27,1%) engloba todos os isolados de X. campestris, bem como alguns 
isolados atípicos de outras espécies (X. axonopodis, X. hortorum, X. fuscans e X. 
translucens). Os perfis gerados por BOX-PCR para X. campestris são bastante distintos dos 
perfis de outras espécies. Desta forma, é possível uma tipificação e identificação dos 
isolados pertencentes a esta espécie com recurso a este marcador genotípico. Assim, a 
55,5% de semelhança encontram-se 31 dos 34 isolados de X. campestris em estudo.  
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Figura 1.1 - Perfis electroforéticos de „fingerprinting‟ obtidos por BOX-PCR a partir de DNA genómico extraído de
isolados bacterianos de Xanthomonas spp. Poços 1 e 19 – Marcador molecular 1Kb Plus (Invitrogen); Estirpes
em estudo – poços 2 a 18 –CPBF 216, CPBF 954, CPBF 955, CPBF 958, , CPBF 960, CPBF 961, CPBF 963,
CPBF 964, CPBF 1042, CPBF 1043, CPBF 1044, CPBF 1098, CPBF 1099, CPBF 1100, CPBF 1101, CPBF
1102.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Figura 1.2 - Perfis electroforéticos de „fingerprinting‟ obtidos por ERIC-PCR a partir de DNA genómico extraído
de isolados bacterianos de Xanthomonas spp. Poços 1 e 20 – Marcador molecular 1Kb Plus (Invitrogen);
Estirpes em estudo – poços 2 a 18 - CPBF 512, CPBF 513, CPBF 514, CPBF 515, CPBF 516, CPBF 517,
CPBF 589, CPBF 604, CPBF 609, CPBF 610, CPBF 612, CPBF 613, CPBF 614, CPBF 618, CPBF 620, CPBF
621,CPBF 622.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Figura 1.3- Perfis electroforéticos de „fingerprinting‟ obtidos por MSP-PCR a partir de DNA genómico extraído de
isolados bacterianos de Xanthomonas spp. Poços 1 e 19 – Marcador molecular 1Kb Plus (Invitrogen); Estirpes
em estudo – poços 2 a 18 - CPBF 216, CPBF 278, CPBF 279, CPBF 329, CPBF 330, CPBF 331, CPBF 332,
CPBF 349, CPBF 350, CPBF 351, CPBF 352, CPBF 353, CPBF 354, CPBF 355, CPBF 356, CPBF 357, CPBF
358.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
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Este nível de semelhança obtido por BOX-PCR indica que, apesar de os isolados serem 
claramente distintos dos restantes, apresentam também variabilidade, que pode ser 
explicada graças à grande diversidade de hospedeiros infectados por patogéneos desta 
espécie. Apesar de se encontrarem incluídos neste „cluster‟, os restantes 3 isolados de X. 
campestris (CPBF 47, 207 e 394) obtidos de hospedeiros da família Brassicaceae e 
Ranunculaceae revelam perfis genotípicos claramente distintos dos restantes, reduzindo o 
nível de similaridade da totalidade dos isolados desta espécie para 27,1%. Os resultados 
obtidos para X. campestris utilizando BOX-PCR são coincidentes com os descritos por 
Louws et al. (1994) e Rademaker et al. (2005) que descrevem o potencial desta técnica na 
diferenciação desta espécie em relação às restantes, apesar do grau de variabilidade 
intraespecífica relativamente elevado. 
Para um nível de reprodutibilidade de 81,5% ± 7,3 (c.v.=8,96%) assumiu-se um nível de 
corte de 80%, com o qual foi possível distribuir a totalidade dos isolados por 47 „clusters‟. Os 
isolados de X. fragariae encontram-se distribuídos por seis „clusters‟, sendo que dois deles 
são formados por um único isolado. Este facto evidencia que, uma vez que não é possível 
distinguir entre isolados que se agrupam com semelhanças superiores a 80%, os 41 
isolados de X. fragariae correspondem a apenas seis tipos diferentes. Os 34 isolados de X. 
campestris originaram 13 „clusters‟ com um elevado grau de variabilidade. Os 43 isolados 
pertencentes às restantes espécies, nomeadamente a X. axonopodis, X. euvesicatoria, X. 
citri, X. fuscans, X. alfalfae, X. hortorum, X. hyacinthi e X. translucens, deram origem a 28 
„clusters‟. No entanto, não se observa para grande parte dos isolados a formação „clusters‟ 
específicos, i.e. contendo todos os isolados da mesma espécie, o que evidencia uma 
elevada variabilidade intraespecífica. Efectivamente, foi possível verificar que isolados 
pertencentes à mesma espécie se encontravam distribuídos em „clusters‟ partilhando baixos 
níveis de semelhança, característicos de uma elevada heterogeneidade dentro da mesma 
espécie ou, inversamente, da existência de semelhanças genéticas entre as várias espécies 
do género Xanthomonas. Para as oito espécies do „cluster‟ B2, este marcador genotípico 
apenas consegue agrupar alguns isolados da mesma espécie/subspécie/patovar, não 
havendo uma clara distinção entre as espécies, o que pode também ser indicativo de uma 
inadequada classificação prévia.  
Os perfis de „fingerprinting‟ gerados por ERIC-PCR permitiram a construção de um 
dendrograma com uma reprodutibilidade de 80,2%±6,82 (c.v.=8,5%). Ao contrário do que foi 
possível observar no dendrograma construído com recurso aos perfis de „fingerprinting‟ 
gerados por BOX-PCR, no dendrograma gerado por ERIC-PCR (ρ=0,88) (Figura 2 em 
Anexo) não é possível observar a existência de grandes „clusters‟ individualizados, o que 
evidencia uma menor capacidade de identificação e tipificação dos isolados estudados. 
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ERIC-PCR permitiu apenas identificar e tipificar com eficácia os isolados de X. fragariae, 
que se agrupam num único „cluster‟ (E1), com 69,2% de semelhança. A aplicação de ERIC-
PCR por Louws et al. (1994) e Rademaker et al. (2005) também permitiu a inequívoca 
identificação e classificação de isolados desta espécie. 
Por outro lado, ao contrário do descrito por Rademaker et al. (2005), o recurso a ERIC-PCR 
não permitiu a inclusão dos 34 isolados de X. campestris num único „cluster‟. No entanto, a 
maioria dos isolados encontra-se agrupada num „cluster‟ partilhando apenas 19% de 
semelhança, marcado pela inclusão de 20 isolados pertencentes a outras espécies. Além 
dos isolados deste „cluster‟ existem isolados atípicos de X. campestris que, de acordo com 
ERIC-PCR, revelam maior nível de semelhança com outras espécies. É o caso do isolado 
CPBF 394, que partilha 54,5% de semelhança com os isolados de X. fragariae, e do isolado 
CPBF 1136, que foi incluído num „cluster‟ contendo isolados de X. axonopodis, X. fuscans, 
X. citri e X. alfalfae. Tal como para BOX-PCR os isolados pertencentes a X. axonopodis, X. 
fuscans, X. alfalfae, X. citri, X. hortorum, X. euvesicatoria e X. translucens são os que se 
distribuem de forma mais heterogénea, estando presentes em todos os „clusters‟ à excepção 
de B1, evidenciando um elevado grau de variabilidade intra e interespecífica.  
Os perfis genotípicos gerados por MSP-PCR permitiram a construção de um dendrograma 
(Figura 3 em Anexo) apresentando um coeficiente de correlação cofenética de 0,83 e para o 
qual foi obtida uma reprodutibilidade de 86,8%±8,4 (c.v.=9,7%). Tal como nos dendrogramas 
construídos para BOX-PCR e ERIC-PCR, também no caso de MSP-PCR foi possível 
observar um „cluster‟ (M1) com 55,4% de similaridade integrando todos os isolados de X. 
fragariae, pelo que é possível concluir que a utilização do „primer‟ csM13 é igualmente útil na 
tipificação e identificação de isolados desta espécie.  
A utilização deste marcador não permitiu diferenciar, no entanto, as estirpes das outras 
espécies em estudo, incluindo X. campestris, já que o dendrograma construído revela uma 
grande variabilidade entre isolados das várias espécies. Por outro lado, assumindo um nível 
de corte de 80%, a maioria dos „clusters‟ são formados por um único isolado, revelando que 
para cada um deles é gerado um perfil genotípico muito distinto, podendo esse isolado 
corresponder a uma única estirpe. Para X. fragariae foi possível identificar sete „clusters‟, 
para os quais não se observa, no entanto, qualquer associação geográfica. As restantes 
espécies distribuem-se por diversos „clusters‟ ao longo do dendrograma, com excepção do 
„cluster‟ M1. No entanto, é também possível observar alguns „clusters‟ de menores 
dimensões contendo isolados da mesma espécie.  
Uma vez que a utilização individual de cada marcador não permitiu tipificar e caracterizar a 
nível taxonómico os isolados em estudo, foi construído um dendrograma composto (Figura 
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2.4). Elaborado com base na média das semelhanças geradas para cada experiência 
individual, este dendrograma permite a integração de maior quantidade de informação 
genómica, já que analisa 3 tipos de sequências de DNA repetidas, que se distribuem por 
todo o genoma. Com base nesta análise global é possível distinguir três grandes grupos de 
isolados (Xf, Xspp e Xc), que se organizam em „clusters‟ com significados distintos.  
O „cluster‟ Xf é representado por todos os isolados de X. fragariae, os quais partilham 64,2% 
de semelhança. É possível verificar que a maioria dos isolados apresenta entre si níveis de 
semelhança superiores a 80%, pelo que, com recurso a estes três marcadores genotípicos é 
possível identificar oito grupos distintos de estirpes de X. fragariae, revelando esta 
abordagem um maior potencial discriminatório. A presença do „megacluster‟ Xf com um grau 
de semelhança tão elevado indica a existência de uma grande homogeneidade 
intraespecífica, também descrita em estudos anteriores (Roberts et al., 1998). Esta espécie 
infecta plantas de morangueiro, provocando uma doença designada por mancha angular da 
folha do morangueiro, que foi detectada pela primeira vez em 1962, nos EUA (Kennedy & 
King, 1962), e que desde então tem sido disseminada por todos os continentes. Tal como 
acima referido, outros estudos revelam, com recurso a técnicas de rep-PCR, que as estirpes 
patogénicas de X. fragariae são geneticamente muito próximas (Louws et al., 1994; 
Rademaker et al., 2005). Esta elevada semelhança parece estar relacionada com a 
propagação clonal das plantas, a selecção de hospedeiros susceptíveis e a facilidade com 
que as estirpes podem ser disseminadas, através da troca de material de propagação 
vegetativa assintomático (Pooler et al., 1996).  
O „cluster‟ Xc (r=38%), integra todos os isolados de X. campestris, à excepção dos isolados 
CPBF 47 e 394, os quais apresentam para os três marcadores estudados perfis de 
„fingerprinting‟ claramente atípicos. O facto de estes isolados não serem incluídos neste 
„cluster‟ pode ser indicativo de que não pertencem à espécie X. campestris. Além dos 
isolados de X. campestris inclui-se neste „cluster‟ um isolado atípico de X. axonopodis pv. 
phaseoli (CPBF 794), que possivelmente se encontrava mal classificado.  
Os 43 isolados pertencentes às restantes espécies encontram-se agrupados com um nível 
de similaridade igual ou superior a 40% no „megacluster‟ Xspp, formando pequenos 
„clusters‟ com diferentes níveis de semelhança, nos quais se verifica uma associação 
específica correlacionada com o hospedeiro de origem. Estes isolados encontram-se 
distribuídos por dez grupos com características distintas (Xspp1 a 10).  
O „cluster‟ Xspp1 (r=41,9%) inclui os 5 isolados de X. hortorum pv. pelargonii, obtidos de 
Pelargonium sp. O „cluster‟ Xspp2 (r=93,4%) inclui os únicos dois isolados de X. axonopodis 
pv. diffenbachiae. Estes dois „clusters‟ unem-se a 36% de semelhança dando origem a um 
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único „cluster‟ formado exclusivamente por estirpes obtidas de plantas ornamentais 
monocotiledóneas. Este „cluster‟ revela-se mais próximo de X. fragariae (r=32,1%) e do 
único isolado de X. hyacinthi do que dos restantes isolados pertencentes a X. hortorum e 
X. axonopodis.  
No „cluster‟ Xspp3 (r=43,7%), reúnem-se os isolados de Xanthomonas spp. obtidos de 
espécies hospedeiras do género Citrus. Entre eles estão 5 dos 7 isolados de X. fuscans 
subsp. aurantifolii, anteriormente designada X. axonopodis pv. aurantifolii. Destes 5 isolados 
– CPBF 351, 352, 353, 354 e 384 – os primeiros 4 partilham 90,9% de semelhanças, pelo 
que não podem, com recurso a estes marcadores, ser considerados diferentes. O isolado 
CPBF 384 mostra-se bastante distinto dos restantes, partilhando com eles apenas 52,6% de 
semelhança. O „cluster‟ Xspp2 inclui ainda os 3 isolados de X. alfalfae subsp. citrumelonis, 
designada anteriormente por X. axonopodis pv. citrumelo, que partilham apenas 43,7% de 
semelhança. Por fim, são ainda incluídos neste „cluster‟ um isolado de X. euvesicatoria, 2 
isolados de X. citri subsp. citri (anteriormente conhecida como X. axonopodis pv. citri, 
patotipo A) e um isolado de X. axonopodis pv. citri. Estes resultados são semelhantes aos 
obtidos por Rademaker et al. (2005), que também verificaram, através da utilização de  
BOX-, ERIC- e REP-PCR, a associação de isolados de X. axonopodis pvs. aurantifolii, 
citrumelo e citri, que infectam espécies de Citrus. 
O „cluster‟ Xspp4 (r=47,8%) inclui isolados obtidos de Phaseolus spp., como oito dos 11 
isolados de X. axonopodis pv. phaseoli, que partilham 55,6% de semelhança, e ainda um 
isolado de X. euvesicatoria, partilhando apenas 35,8% de semelhança com o outro isolado 
da mesma espécie referido anteriormente.  
Os dois isolados de X. euvesicatoria referidos estavam anteriormente classificados como 
X. axonopodis pv. vesicatoria (Xcv). Através da aplicação de PCR com os „primers‟ dirigidos 
Rst9/10, verificou-se que estes isolados pertencem ao patotipo A de Xcv (Leite et al. 1994). 
No entanto, em 2004 o patotipo A de Xcv foi reclassificado a uma nova espécie, X. 
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Figura 1.4. – Dendrograma composto de perfis de ‘fingerprinting’ por MSP-, BOX- e ERIC-PCR, 
obtidos utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e UPGMA, para caracterização de isolados de 
Xanthomonas spp. (ρ=0,91). 
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Apesar de estes dois „clusters‟ serem constituídos, na sua maioria, por isolados de 
X. axonopodis ou de espécies reclassificadas de X. axonopodis existe uma clara distinção 
genotípica entre os isolados obtidos de Citrus sp. e de Phaseolus sp., evidenciando uma 
organização destes isolados em dois „clusters‟ distintos com base no hospedeiro, tal como 
descrito anteriormente por Rademaker et al. (2005). 
O „cluster‟ Xspp5 é formado por um único isolado de X. translucens pv. graminis, obtido de 
Dactylis glomerata. O „cluster‟ Xspp6 (r=44,1%) inclui três isolados de X. citri subsp. citri e 
um isolado atípico de X. axonopodis pv. phaseoli.  
Os „clusters‟ Xspp7 e 8 são ambos formados por um único isolado. No primeiro está 
presente um isolado atípico de X. campestris (CPBF 47) obtido de Roripa nasturtium-
aquaticum claramente distinto dos restantes da mesma espécie, tal como referido 
anteriormente. O segundo „cluster‟ é formado por um isolado de X. translucens obtido de 
Triticum aestivum, bastante diferente do outro isolado da mesma espécie, incluído no 
Xspp4. 
No „cluster‟ Xspp9 (r=48,6%) estão incluídos os cinco isolados de X. fuscans subsp. fuscans 
(anteriormente designada por X. axonopodis pv. phaseoli variante fuscans) obtidos de 
Phaseolus sp., claramente distintos dos restantes isolados de X. axonopodis pv. phaseoli, 
pertencentes à variante „não-fuscans‟ incluídos no „cluster‟ Xspp3.  Esta distinção entre os 
isolados obtidos de Phaseolus sp. foi também observada por Rademaker et al. (2005), que 
registaram uma diferenciação entre os isolados das duas variantes de 
X. axonopodis pv. phaseoli. Apesar de a maioria dos isolados de 
X. fuscans subsp. aurantifolii estarem associados às restantes espécies que infectam 
citrinos, os dois isolados desta subspécie presentes no „cluster‟ Xssp9 são claramente 
separados de X. fuscans subsp. fuscans, evidenciando o potencial discriminatório desta 
abordagem ao nível subespecífico. Por fim, o „cluster‟ Xspp10 é constituído pelo único 
isolado de X. hortorum pv. carotae, obtido de Daucus carota. 
Os „clusters‟ Xspp1-10 são formados por isolados que, na sua maioria, pertencem a 
espécies reclassificadas de X. axonopodis. Estas espécies têm vindo a sofrer alterações de 
nomenclatura, em particular devido à dificuldade em classificar aquele que é considerado o 
grupo mais heterogéneo dentro do género Xanthomonas (Vauterin et al., 1995; Rademaker 
et al., 2005). Em 1995, Vauterin et al. atribuíram novos nomes a sudivisões de X. campestris 
pv. citri, designados patotipos por Hartung & Civerolo (1987) com base no leque de 
hospedeiros, na origem geográfica, na tipificação fágica e na análise de plasmídeos. Assim 
estes patotipos passaram a ser incluídos em espécies diferentes, já que os valores de 
homologia de DNA entre algumas estirpes eram relativamente baixos. Nessa altura, o 
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patotipo A passou a ser designado por X. axonopodis pv. citri. Os patotipos B, C e D foram 
designados por X. axonopodis pv. aurantifolii e o patotipo E passou a ser designado por X. 
axonopodis pv. citrumelo. Mais recentemente, esta espécie voltou a sofrer uma 
reclassificação (Schaad et al., 2006). X. axonopodis pv. citri passou a ser designada 
X. citri subsp. citri, X. axonopodis pv. aurantifolii passou a designar-se X. fuscans subsp. 
aurantifolii e X. axonopodis pv. citrumelo foi reclassificada para X. alfalfae subsp. 
citrumelonis.  
Além destas subespécies, que infectam Citrus spp., também X. axonopodis pv. phaseoli var. 
fuscans passou a ser designada por X. fuscans subsp. fuscans, sendo que a variante „não-
fuscans‟ de X. axonopodis pv. phaseoli manteve a sua designação antiga. De facto, a 
capacidade de produção de um pigmento difusível de cor acastanhada pela variante 
„fuscans‟ de X. axonopodis pv. phaseoli que a distingue da variante „não-fuscans‟ deveria ser 
considerada como uma característica diferenciadora ao nível da espécie. Desta forma é 
possível verificar que a maioria dos isolados dos grupos Xspp1 a Xspp10 são pertencentes 
às antigas patovares de X. axonopodis, o que explica porque se encontram mais 
relacionadas entre si ao nível do dendrograma. No entanto, foi graças à nova nomenclatura 
que se tornou possível a explicação de algumas diferenças entre os isolados estudados, que 
estavam até agora „mascaradas‟ por uma classificação menos adequada. Além disso, foi 
possível verificar que a grande heterogeneidade existente entre esses isolados só poderia 
ser explicada à luz de uma nova classificação.  
2. Caracterização fenética e filogenética de isolados de Xanthomonas 
spp. obtidos em Portugal 
2.1. Introdução 
Uma vez que este trabalho incide sobretudo no estudo da bacteriose vascular das crucíferas 
causada por estirpes de Xanthomonas campestris (Xc), conforme referido anteriormente, 
pretende-se agora, utilizando uma abordagem polifásica, proceder à caracterização da 
variabilidade fenotípica, genotípica e filogenética destes isolados.  
Na identificação, caracterização e classificação taxonómica de bactérias são 
tradicionalmente utilizadas características morfológicas, culturais, metabólicas e de 
patogenicidade. Mais recentemente, além destes aspectos são também estudadas 
características genotípicas, inerentes ao próprio material genético. Contudo, para a 
descrição de novas espécies é necessário utilizar um maior número de abordagens e 
métodos, tanto moleculares como convencionais.  
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Com a determinação do perfil bioquímico é esclarecida a expressão do material genético 
dos organismos através do estudo de diversos sistemas enzimáticos. Utilizando meios 
minerais enriquecidos com substratos específicos onde se procede à adição de células 
bacterianas, a acção destes sistemas pode ser determinada. De entre os vários testes 
metabólicos existentes, salientam-se aqueles que determinam a capacidade dos organismos 
em utilizar determinadas fontes de carbono (açúcares, álcoois, ácidos orgânicos) ou de 
azoto (aminoácidos). Esta capacidade pode ser testada inoculando tubos contendo uma 
fonte de carbono ou azoto e um indicador de pH. Se o organismo for capaz de degradar as 
fontes de carbono ou azoto em produtos ácidos ou alcalinos o indicador de pH e, 
consequentemente, o meio de cultura, sofrerão uma alteração na coloração. Outros testes 
bioquímicos determinam a capacidade das bactérias para produzir determinadas 
substâncias a partir de substratos específicos, como H2S a partir de cisteína, indole a partir 
de triptofano ou NO2/NH4 a partir de nitrato (NO3). Os efeitos enzimáticos podem também 
ser visualizados através da inoculação em placas contendo substratos adequados, como 
acontece na hidrólise do amido e da gelatina pelas amilases e gelatinases, respectivamente. 
Os perfis metabólicos obtidos após a aplicação de uma série de testes podem então ser 
comparados com os de patogéneos descritos anteriormente. 
Além da óbvia importância na identificação e classificação de bactérias fitopatogénicas, a 
caracterização metabólica revela uma enorme utilidade na caracterização da diversidade de 
comunidades microbianas, sendo uma ferramenta utilizada correntemente em microbiologia 
ambiental e ecologia microbiana (Konopka et al., 1998). No entanto, a caracterização das 
estirpes ao nível infra-específico é muitas vezes impossível recorrendo apenas às 
características metabólicas.  
Em 1995, Vauterin et al., usando técnicas de hibridação de DNA-DNA, limitaram a existência 
de apenas seis patovares distintas para a espécie Xc, definidas como „uma estirpe ou 
conjunto de estirpes com características semelhantes ou idênticas, diferenciadas a nível 
infrasubespecífico de outras estirpes da mesma espécie ou subespécie com base na 
patogenicidade distinta em relação a um ou mais hospedeiros‟ (Dye et al., 1980). Assim Xc 
passou a incluir apenas as patovares obtidas de crucíferas: X. campestris pv. campestris, X.  
campestris pv. aberrans, X. campestris pv. armoraciae, X. campestris pv. barbarea, 
X. campestris pv. incanae e X. campestris pv. raphani.  
Contudo, apesar da definição de patovar estar relacionada com o tipo de sintomas 
produzidos na planta hospedeira e com o leque de hospedeiros que a estirpe é capaz de 
infectar, na prática as estirpes de Xc são classificadas em patovares apenas de acordo com 
o hospedeiro de onde foram isoladas pela primeira vez (Fargier e Manceau, 2007). Como 
consequência, a maioria das patovares de Xc apresentam um leque de hospedeiros maior 
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do que o especificado pelo seu nome, havendo vários autores que questionam a 
nomenclatura e a própria existência de algumas dessas patovares (Vauterin et al., 1995; 
Vicente et al., 2001; Fargier & Manceau, 2007). 
Tal como para X. campestris, foram igualmente diferenciadas em raças outras espécies e 
patovares de Xanthomonas com base na sua interacção com variedades diferentes de 
várias espécies potencialmente hospedeiras.  
Em 1992, Kamoun et al. descreveram pela primeira vez a existência de raças dentro de 
X. campestris pv. campestris (Xcc). Nessa altura, os autores separaram os isolados de Xcc 
em cinco raças (0 a 4), com base na resposta de 3 cultivares de nabo 
(Brassica rapa var. rapifera cvs. „Just Right Hybrid Turnip‟, „Tokyo Cross Hybrid Turnip‟ e 
„Seven Top‟) e uma cultivar de mostarda (B. juncea cv. „Florida Broad Leaf Mustard‟). Apesar 
destes resultados, muitos outros estudos rejeitaram a existência de raças dentro de Xcc, 
considerando que a diversidade de respostas por parte dos hospedeiros se devia a 
alterações no nível de virulência dos isolados (Vicente et al., 2001). 
Em 2001, o número de raças de Xcc subiu para seis, passando a ser designadas de 1 a 6, 
com ligeiras alterações em relação às raças iniciais (Vicente et al., 2001). Nesse estudo os 
autores procederam também a alterações nas plantas hospedeiras testadas, sendo que o 
teste de patogenicidade diferencial passou a incluir as seguintes cultivares/acessões: 
Brassica oleracea var. sabauda cv. ‟Wirosa F1‟, B  oleracea var. botrytis cv. ‟Miracle F1‟, 
B. juncea cv. ‟Florida Broad Leaf Mustard‟, B. carinata acessão PI199947, 
B. rapa var. rapifera cv. ‟Just Hybrid Turnip‟ e B. rapa var. rapifera cv. ‟Seven Top Hybrid 
Turnip‟ (Tabela 2.1). Os mesmos autores propuseram ainda um modelo gene-para-gene, 
para explicar as relações entre as raças de Xcc e as cultivares utilizadas no teste diferencial. 
Este modelo constitui a hipótese mais simples de interacção entre genes de resistência (R) 
presentes nas plantas hospedeiras e genes de avirulência (A) presentes nos isolados das 
diferentes raças, envolvendo apenas 4 pares de genes (R1-R4 e A1-A4).  
Usando o mesmo teste diferencial e o mesmo modelo gene-para-gene, em 2007 foram 
nomeadas três novas raças de Xcc (Tabela 2.1), aumentando o seu número para nove, 
devido à presença de isolados que demonstravam perfis de patogenicidade claramente 
distintos dos até então descritos (Fargier & Manceau, 2007). Como resultado da inclusão de 
novas raças, o modelo gene-para-gene proposto por Vicente et al. (2001) foi também 
actualizado, passando a incluir cinco genes de resistência e cinco genes de avirulência.  
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Tabela 2.1. – Sistema de raças de Xanthomonas campestris pv. campestris de acordo com Vicente et al. (2001) 
(raças 1 a 6) e Fargier & Manceau (2007) (raças 7 a 9).

















1 + + + - - +
2 + + - + + -
3 + - + - - -
4 + - - - / (+) - +
5 + + + + (+) -
6 + + + + + +
7 + + + + - +
8 + + - - - -
9 + - - - - -
 
Durante este estudo foi também revista a classificação de X. campestris em patovares, com 
base no tipo de sintomas produzidos e nas espécies hospedeiras afectadas. Os autores 
demonstraram a existência de 3 doenças provocadas por X. campestris: bacteriose vascular 
das crucíferas, provocada por Xcc em plantas crucíferas; manchas nas folhas (leaf spot), 
provocada por X. campestris pv. raphani em hospedeiros da família Brassicaceae e 
Solanaceae; e queima (bacterial blight), provocada por X. campestris pv. incanae em plantas 
crucíferas ornamentais. Graças a este estudo, o número de patovares de X. campestris 
definido por Vauterin et al. (1995) foi reduzido a metade, já que: (i) 
X. campestris pv. aberrans foi incluída na patovar campestris, uma vez que produzia 
sintomas de bacteriose vascular; (ii) a designação de X. campestris pv. barbarea foi 
abandonada, uma vez que os isolados assim classificados não produziram sintomas de 
manchas nas folhas em Barbarea vulgaris; e (iii) já não existem nas colecções bacterianas 
isolados de X. campestris pv. armoraciae capazes de produzir sintomas de manchas nas 
folhas em  Armoracia rusticana. 
Com base em estudos anteriores é possível verificar a enorme dificuldade em classificar os 
isolados de X. campestris em patovares e em raças. No entanto, uma abordagem baseada 
na reacção de diversos hospedeiros parece ser essencial para uma melhor classificação das 
estirpes. O modelo gene-para-gene referido anteriormente (Vicente et al., 2001; Fargier & 
Manceau, 2007) fornece uma base para a compreensão das interacções entre raças e 
cultivares, mas para ser totalmente validado são ainda necessários dados genéticos e 
moleculares provenientes tanto do agente fitopatogénico como do hospedeiro. A 
determinação das raças e dos genes de resistência/avirulência envolvidos nas interacções 
patogéneo-hospedeiro é determinante na selecção de material vegetal resistente, ou menos 
susceptível, com vista à diminuição dos prejuízos económicos provocados por Xc. 
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Além da utilização de características fenotípicas, a detecção de isolados de Xc pode ser 
facilmente efectuada através da aplicação de PCR com „primers‟ específicos. Em 2005, Berg 
et al., descreveram o conjunto de „primers‟ DLH-120/DLH-125 para a rápida e fidedigna 
identificação de isolados desta espécie. Estes „primers‟ são dirigidos à região 3‟ do gene 
hrpF („hypersensitive response and patogenicity F‟), já que esta porção do gene revela baixa 
homologia em relação a sequências obtidas de X. citri pv. citri, X. axonopodis pv. vesicatoria 
e X. oryzae pv. oryzae. Este conjunto de „primers‟ permitiu a amplificação de um produto de 
619 pb directamente a partir de colónias ou de extractos de DNA de Xc. Os autores afirmam 
que o ensaio de PCR para hrpF permite a detecção de isolados de X. campestris capazes 
de provocar sintomas de bacteriose vascular das crucíferas, manchas foliares ou queimas, 
quer sejam provocados por diferentes patovares ou não. Por outro lado, os mesmos autores 
registaram que a maioria dos isolados de Xc para os quais não foi possível a amplificação 
apresentava uma incapacidade de produzir doença, quando inoculados em várias espécies 
hospedeiras, o que indica que o gene hrpF está directamente envolvido no processo de 
patogénese, sendo um alvo preferencial para a detecção destes microrganismos. 
É ainda aceite actualmente que o gene que codifica o RNA ribossomal da subunidade 16S 
parece ser um bom alvo para o estudo das relações filogenéticas entre bactérias (Clarridge, 
1994). Este gene está presente no genoma de todas as bactérias, sendo expresso de forma 
constitutiva e a sua sequência com 1550 pb possui domínios altamente conservados, bem 
como outros mais variáveis (Vandamme et al., 1996). O gene de rRNA 16S pode ser 
comparado entre todas as eubactérias, mas também com o gene de rRNA 16S das 
arqueobactérias e com o gene de rRNA 18S dos eucariotas (Clarridge, 2004). Em geral a 
comparação total ou parcial da sequência do gene de rRNA 16S permite a diferenciação de 
organismos pertencentes aos maiores phyla de bactérias ao nível do género, além de 
permitir a classificação de estirpes ao nível específico (Clarridge, 2004). Em 1997, Hauben 
et al., estudaram as relações filogenéticas existentes entre estirpes de todas as espécies de 
Xanthomonas, com base na comparação das sequências de rRNA 16S. Neste estudo, todas 
as espécies se agruparam com um nível médio de semelhança de 98,2%, o que se traduziu 
na constituição de apenas três linhagens filogenéticas. Das 20 espécies de Xanthomonas 
descritas por Vauterin et al. em 1995, 15 foram agrupadas numa só linhagem, indicando que 
o elevado grau de conservação das sequências de rRNA analisadas limitou o estudo das 
relações filogenéticas interespecíficas dentro do género Xanthomonas (Gonçalves & Rosato, 
2002). 
Recentemente, a sequenciação de genes codificando proteínas conservadas envolvidas em 
processos celulares essenciais tem sido usada para produzir filogenias com maior resolução 
do que as obtidas em estudos de sequenciação do gene de rRNA 16S (Parkinson et al., 
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2007). Esta abordagem tem sido utilizada para a identificação bacteriana, já que o método 
fornece um meio rápido e conveniente para obtenção de informação sobre as relações entre 
espécies e estirpes. Um dos genes recentemente utilizados no estabelecimento das 
relações filogenéticas entre organismos é gyrB, o gene que codifica para a subunidade B da 
DNA girase, uma enzima bacteriana constituída por duas subunidades A e duas 
subunidades B, que introduz super enrolamentos negativos no DNA (Drlica e Zhao, 1997). A 
sequenciação e análise deste gene têm sido utilizadas para estabelecer relações 
filogenéticas em diversos organismos, como Acinetobacter spp. (Yamamoto et al., 1999), 
Pseudomonas spp. (Anzai et al., 2000), Helicobacter spp. (Hannula & Hänninen, 2007), e, 
mais recentemente, Xanthomonas spp. (Parkinson et al., 2007; Parkinson et al., 2009).  
O primeiro estudo filogenético de Xanthomonas spp. com base na comparação de 
sequências parciais do gene gyrB permitiu a distinção de 24 das 27 espécies actualmente 
aceites, indicando que esta abordagem tem um elevado potencial na determinação das 
relações entre membros do género Xanthomonas, ao nível específico e, possivelmente, ao 
nível da patovar ou estirpe (Parkinson et al., 2007). A filogenia construída com base na 
comparação entre as sequências gyrB das estirpes estudadas indica que o género 
Xanthomonas é um grupo monofilético derivado de um único ancestral comum que adquiriu 
a capacidade de explorar o tecido vegetal. De acordo com este trabalho, quatro das cinco 
espécies que se separam na base dessa filogenia, representando espécies que evoluíram 
mais cedo na linhagem filogenética, têm plantas monocotiledóneas como hospedeiros, 
indicando que o género surgiu inicialmente como um patogéneo de monocotiledóneas, tal 
como foi verificado em estudos utilizando sequências do gene de rRNA 16S ou sequências 
intergénicas 16S-23S (Parkinson et al., 2007). A mesma filogenia identifica ainda 3 grandes 
grupos interespecíficos, suportados por elevados valores de „bootstrap‟. De acordo com 
Parkinson et al. (2007) a filogenia baseada em gyrB oferece claramente uma maior 
resolução do que as produzidas anteriormente por sequenciação do gene de rRNA16S ou 
das sequências intergénicas 16S-23S, sendo capaz de distinguir X. citri de X. fuscans, que 
anteriormente eram classificadas como patovares da mesma espécie, X. axonopodis. No 
entanto, esta filogenia não permitiu a discriminação de X. euvesicatoria, X. perforans e 
X. alfalfae, indicando que os seus genomas estão bastante relacionados.  
Mais recentemente, os mesmos autores procederam à sequenciação parcial de gyrB 
utilizando um número muito superior de estirpes de Xanthomonas spp. (Parkinson et al., 
2009). A filogenia global obtida anteriormente foi mantida, no entanto foi possível discriminar 
o complexo de espécies constituído por X. euvesicatoria, X. perforans e X. alfalfae, como 
sendo espécies relacionadas com X. axonopodis. 
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A maioria das abordagens que permitem uma identificação rigorosa de fitopatogéneos ao 
nível da espécie e da subespécie é morosa e complexa, visto que depende de métodos 
clássicos, serológicos e biomoleculares. Desta forma, é urgente utilizar métodos mais 
rápidos e simples mas de elevada fidedignidade. A espectrometria de massa MALDI-ToF 
(Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation – Time of Flight) é usada de forma rotineira na 
identificação e caracterização de biomoléculas, podendo também ser aplicada a células 
bacterianas intactas, com o objectivo de acrescentar informação aos métodos utilizados na 
taxonomia bacteriana (Lay Jr., 2001). Mais recentemente, Pothier et al., (2009) utilizaram 
MALDI-ToF para discriminar e analisar rapidamente a biodiversidade do género 
Xanthomonas. De acordo com os autores, os espectros obtidos por MALDI-ToF permitiram a 
discriminação de várias estirpes de Xanthomonas, não só ao nível da espécie, mas também 
ao nível da patovar, uma resolução mais difícil de obter recorrendo aos métodos usuais. O 
desenvolvimento do „software‟ SARAMIS™ (Spectral ARchive And Microbial Identification 
System) permitiu a construção de uma base de dados contendo a informação gerada pela 
espectrometria de massa MALDI-ToF, que contém actualmente mais de 62 500 espectros 
pertencentes a mais de 1 160 espécies distribuídas por 223 géneros. A espectrometria de 
massa MALDI-ToF associada ao SARAMIS™ permitiu, com base nos espectros de massa 
obtidos, a construção de uma árvore taxonómica do género Xanthomonas congruente com a 
obtida por Parkinson et al. (2009) através da sequenciação do gene gyrB (Pothier et al., 
2009). 
As abordagens acima descritas serão utilizadas na caracterização polifásica dos 34 isolados 
clasificados como X. campestris obtidos de crucíferas e/ou ornamentais, pertencentes à 
Colecção Portuguesa de Bactérias Fitopatogénicas, com objectivo de aprofundar o 
conhecimento das respectivas relações fenéticas e filogenéticas. 
2.2. Materiais e Métodos 
2.2.1. Caracterização bioquímica 
Para a determinação das características bioquímicas dos isolados em estudo foram 
utilizados os substratos descritos por Hayward & Waterston (1965) para a identificação da 
espécie e substratos adicionais para os quais foi demonstrada a existência de respostas 
variáveis para um amplo número de estirpes anteriormente estudadas (Vauterin et al., 
1995), um total de 28 caracteres diferenciadores. 
Os testes bioquímicos foram efectuados em tubos contendo meio basal mineral de Dye, ao 
qual foram adicionados individualmente os substratos a testar. A preparação do meio basal 
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líquido, das soluções dos substratos e as respectivas inoculações foram efectuados de 
acordo com Lelliott & Stead (1987).  
2.2.2. Patogenicidade e determinação das raças 
Procedeu-se à confirmação da patogenicidade dos isolados em plântulas de couve 
portuguesa (B. oleracea var. costata). 
Para a determinação de raças, foram utilizadas plantas das cultivares descritas por Vicente 
et al. (2001) e previamente descritas na Tabela 2.1. Adicionalmente, foram utilizadas plantas 
de B. rapa var rapifera cv „Tokyo Cross Turnip‟, uma vez que permite refinar a diferenciação 
das características de patogenicidade dos isolados em estudo (Norman Schaad, 
comunicação pessoal).  
Procedeu-se à sementeira em turfa esterilizada e germinação das plântulas em condições 
ambientais controladas (T=24/18°C e 16 horas de fotoperíodo). As jovens plantas foram 
transplantadas para vasos de polietileno de 9x9 cm ao final de duas semanas. 
Plantas apresentando 3 a 4 folhas verdadeiras totalmente expandidas foram inoculadas em 
20 pontos, com uma pinça dentes de rato. Os dentes da pinça foram revestidos com 
algodão para absorver o inóculo e mergulhados numa suspensão bacteriana aquosa 
contendo cerca de 108 cfu.mL-1 (OD600nm=0,1). Para realização dos controlos negativos 
procedeu-se de igual forma, utilizando em vez de inóculo, água destilada esterilizada. Após 
a inoculação as plantas foram mantidas em sacos de polietileno fechados durante 48 horas, 
de modo a promover as condições adequadas ao processo de infecção. Os primeiros 
sintomas de bacteriose vascular das crucíferas foram observados 3-4 dias após a 
inoculação, momento após o qual foram registados a cada 2-3 dias.  
2.2.3. Detecção de isolados de Xanthomonas campestris por PCR com ‘primers’ 
específicos 
Para a detecção dos isolados de X. campestris foi utilizado o par de „primers‟ DLH 120 e 
DLH 125. As misturas de reacção e as condições de amplificação utilizadas foram de acordo 
com Berg et al. (2005), tendo sido efectuadas ligeiras modificações. De modo a aumentar a 
qualidade da amplificação, foi incluída nas misturas de reacção uma solução aquosa de 
BSA (1%). Os produtos de amplificação foram separados por electroforese em gel de 
agarose (1,5%) em TAE (1X), com uma corrente de 3V.cm-1, durante 90 min. Os géis foram 
corados com uma solução de brometo de etídeo (0,5µg.mL-1) e fotografados com uma 
câmara fotográfica digital Kodak DC-290 utilizando o software 1D LE 3.6 (Kodak Scientific 
Imaging Systems, Edinbrugh, Scotland) para aquisição de imagem. 
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2.2.4. Caracterização genotípica 
A caracterização genotípica dos 34 isolados previamente classificados como X. campestris 
foi efectuada utilizando os métodos descritos na secção 1.2. 
2.2.5. Caracterização filogenética 
Procedeu-se à sequenciação dos genes de rRNA 16S de 8 isolados de X. campestris 
seleccionados com base nos resultados da caracterização genotípica por representarem a 
variabilidade global das estirpes deste grupo (CPBF 46, 47, 209, 211, 394, 1171, 1176 e 
1257). Para amplificação do gene de rRNA 16S foi utilizada uma mistura de reacção com 
um volume final de 100 µl, contendo tampão de reacção 1X, 1,5 mM MgCl2, 100 µM dNTPs, 
1% (w/v) solução W1, 50µM de cada „primer‟, 27F e 1492R (Invitrogen S.A., Barcelona, 
Espanha) e 2U Taq DNA Polimerase (Invitrogen S.A., Barcelona, Espanha). As amostras 
foram amplificadas de acordo com as seguintes condições: desnaturação inicial de 5 min a 
95°C, 30 ciclos constituídos por desnaturação durante 1 min a 91°C, emparelhamento dos 
„primers‟ durante 1 min a 55°C e extensão durante 1 min a 72°C, seguidos de uma extensão 
final durante 5 min a 72°C. A amplificação por PCR do gene gyrB, com os „primers‟ 
XgyrPCR2F e X.gyrrsp1, e sua sequenciação, com os „primers‟ X.gyr.fsp.s1 e X.gyr.rsp3, 
foram realizadas de acordo com Parkinson et al. (2007). As condições de sequenciação e a 
análise das sequências obtidas foram as descritas para a sequenciação do gene de rRNA 
16S. 
Confirmou-se a dimensão dos produtos de amplificação por electroforese em gel de agarose 
em TAE (1X), durante 60 min a 3V/cm. Após visualização, os produtos de amplificação 
foram purificados utilizando o JetQuick PCR Purification Spin Kit (GENOMED, Löhne, 
Alemanha). A sequenciação dos produtos foi efectuada no Laboratório de Sequenciação e 
Análise de Fragmentos do ICAT, num sequenciador automático CEQ 2000-XL (Beckman 
Coulter, EUA). Os produtos obtidos foram sequenciados em ambos os sentidos utilizando os 
mesmos „primers‟ para sequenciação, bem como „primers‟ internos (534F e 907R) em caso 
de necessidade, de modo a obter a sequência total do gene. As sequências obtidas foram 
corrigidas com recurso ao software Chromas Lite Versão 2.1 (www.technelysium.com.au). A 
sobreposição das sequências obtidas em ambos os sentidos permitiu obter a sequência 
completa do gene de rRNA 16S e do gene gyrB, que foram depois comparadas por BLAST 
nucleotídico no site do National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(www.ncbi.nml.nih.gov) a fim de confirmar o seu nível de similaridade com as sequências 
dos mesmos genes presentes no „Genebank‟. 
Além das sequências dos oito isolados obtidos em Portugal referidos anteriormente, foram 
analisadas sequências de isolados de várias espécies de Xanthomonas obtidas do NCBI 
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(„National Center for Biotchnology Information), de modo a ser possível uma melhor 
caracterização filogenética dos oito isolados obtidos em Portugal. 
As sequências foram editadas no „software‟ BioEdit Versão 7.0.9.0 
(www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) e o seu alinhamento completo efectuado no 
„software‟ Clustal X Versão 2.0.11 (www.igbmc.u-strasbg.fr/BioInfo). 
As sequências foram então usadas na construção de uma árvore filogenética seguindo uma 
perspectiva bayesiana, utilizando o „software‟ Mr. Bayes Versão 3.0B4 
(www.mrbayes.csit.fsu.edu). As árvores obtidas foram visualizadas no „software‟ Tree View 
(Win32) (www.taxonomy.zoology.gla.ac.uk) 
2.2.6. Caracterização por espectrometria de massa MALDI-TOF 
A caracterização dos isolados de X. campestris obtidos em Portugal foi efectuada por 
espectrometria de massa MALDI-ToF, a qual foi possível através de uma colaboração com a 
Research Station Agroscope Changins-Wädenswil. 
As células foram directamente colocadas em duplicado numa lâmina de aço inoxidável com 
uma ansa de plástico e cobertas com 0,5 µl de Matriz DHB (10 mg.mL-1 2,5-ácido 
dihidroxibenzóico em água/ acetonitrilo (1:1) com 0.03% ácido trifluoroacético). As lâminas 
foram analisadas de um modo linear positivo com um espectrómetro MALDI-ToF MS 
Axima™ Confidence (Shimadzu, Kyoto, Japão). Um mínimo de 50 pulsos de laser por 
amostra foi utilizado para gerar cada espectro. Os espectros de massa gerados foram 
analisados com o „software‟ SARAMIS™ (Anagnos Tec, Potsdam, Alemanha). Uma árvore 
taxonómica (single-linkage clustering) foi construída usando o padrão de picos de todas as 
estirpes analisadas. 
2.3. Resultados  
2.3.1. Caracterização bioquímica  
Os resultados detalhados dos testes bioquímicos realizados encontram-se descritos em 
anexo (Tabela 1) e, de forma sintetizada, na Tabela 2.2. De um modo geral os resultados 
obtidos estão de acordo com o perfil metabólico esperado para Xanthomonas campestris, 
conforme descrito por Hayward & Waterston (1965) e Vauterin et al. (1995). É possível 
observar que os perfis metabólicos obtidos para os 34 isolados de X. campestris são 
bastante semelhantes, existindo apenas algumas diferenças para os testes que têm como 
substrato lactose, ribose, trealose, glicerol e gelatina.  
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Tabela 2.2. – Frequência relativa de resultados positivos (%) nos testes bioquímicos para os 34 isolados de
X.anthomonas campestris em estudo e perfil metabólico esperado para Xanthomonas campestris (Xc),
Xanthomonas hortorum (Xh), Xanthomonas axonopodis (Xax) e Xanthomonas arboricola (Xar) (CMI Descriptions
of Fungi and Bacteria; Vauterin et al., 1995).
(a) Substratos em que foi registada variabilidade são apresentados a sombreado.
(b) Informação não disponível.
Substrato Isolados em estudo (% ) Xc Xh Xax Xar
Celobiose 100 (34/34) 100 97 93 100
Lactose 18 
(a)
(6/34) 0 0 14 42
Ribose 29 (10/34) - (b) - - -
Ramnose 0 (0/34) 0 0 8 0
Trealose 97 (1/34) 100 100 98 100
Glucose 100 (34/34) 100 100 98 100
Manose 100 (34/34) 100 100 94 100
Arabinose 100 (34/34) 100 7 15 8
Galactose 100 (34/34) 100 72 87 100
Rafinose 100 (34/34) 100 31 37 0
Sacarose 100 (34/34) 100 79 82 75
Indole 0 (0/34) 0 0 3 0
Inositol 0 (0/34) 0 - 0 -
Sorbitol 0 (0/34) 0 10 28 33
Glicerol 47 (16/34) 37 48 66 92
Nitratos 0 (0/34) 0 - 0 -
Arginina 0 (0/34) - - - -
Serina 0 (0/34) 84 93 84 83
Alanina 0 (0/34) 79 97 90 83
Ác . Láctico 100 (34/34) 63 93 67 92
Gelatina 76 (26/34) 100 - 0 -
Esculina 100 (34/34) 100 - 0 -
Amido 100 (34/34) 100 - - -
Levana 100 (34/34) 100 - - -
Gram 0 (0/34) 0 0 0 0
Oxidase 0 (0/34) 0 - 0 -
Catalase 100 (34/34) 100 - 100 -
Para a generalidade dos substratos como a arabinose, galactose, rafinose, sacarose, 
sorbitol, gelatina e esculina, onde é possível verificar uma clara diferenciação relativamente 
a outras espécies próximas, verifica-se que os isolados em estudo se enquadram no perfil 
metabólico de X. campestris. O isolado CPBF 62T mostrou um perfil atípico para alguns dos 
substratos analisados, como a alanina e a gelatina. 
Assim, de acordo com o descrito por Hayward & Waterston (1965), a capacidade de 
decomposição da lactose é variável para as estirpes de X. campestris. Contudo, no estudo 
efectuado por Vauterin et al. (1995) todas as estirpes utilizadas revelaram ser incapazes de 
decompor a lactose. Das 34 estirpes em estudo apenas seis produziram ácido a partir da 
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lactose (CPBF 47, 207, 208, 216, 329 e 1171), confirmando as descrições de Hayward & 
Waterston (1965). De igual modo, apenas dez foram capazes de decompor a ribose: CPBF 
213, 216, 329, 330, 331, 332, 1126, 1171, 1198 e 1257. No entanto, não existe informação 
disponível relativamente à utilização deste substrato por parte de X. campestris. Apenas o 
isolado CPBF 394 revelou incapacidade de decompor a trealose. Para este substrato, todas 
as estirpes estudadas por Vauterin et al. (1995) revelaram capacidade de decomposição. 
Dezasseis estirpes (47%) decompuseram o glicerol: CPBF 47, 62T, 143, 207, 208, 209, 212, 
329, 604, 667, 1136, 1171, 1175, 1176, 1198 e 1257. Estes resultados estão próximos dos 
37% de resultados positivos obtidos por aqueles autores. Por outro lado, apenas oito 
estirpes não foram capazes de decompor a gelatina: CPBF 62T, 210, 278, 279, 489, 668 e 
1135. Também de acordo com Hayward & Waterston (1965), a espécie X. campestris é 
caracterizada pela capacidade de degradação da gelatina, pelo que não seria de esperar a 
variabilidade obtida. 
Assim, de acordo com os resultados obtidos nos testes bioquímicos e com a variabilidade 
esperada, verifica-se que os isolados em estudo poderão ser classificados a este nível como 
pertencendo à espécie X. campestris, não permitindo este método proceder a uma 
diferenciação infraespecífica.  
2.3.2. Patogenicidade e determinação das raças 
A inoculação da generalidade dos isolados em estudo em plantas de couve-portuguesa 
(B. oleracea var. costata) permitiu confirmar a sua patogenicidade e a presença de sintomas 
de bacteriose vascular Os isolados CPBF 47, 143, 209 e 1171 obtidos de plantas 
brassicáceas (Roripa sp. e Brassica sp.) não produziram sintomas de doença cerca de duas 
semanas após a inoculação. Para cinco dos isolados em estudo, incluindo o isolado CPBF 
394 (patogénico em Ranunculus sp.), não foi possível proceder à inoculação neste 
hospedeiro, não tendo sido confirmada a sua patogenicidade em B. oleracea var. costata. 
Os ensaios biológicos para determinação das raças de Xcc permitiram observar e quantificar 
a presença dos sintomas típicos da bacteriose vascular das crucíferas provocados pelas 
estirpes em hospedeiros da família Brassicaceae. Na Figura 2.1 apresentam-se fotografias 
desses sintomas e na Tabela 2.3 apresentam-se os resultados obtidos relativamente à 
patogenicidade dos isolados em estudo em vários hospedeiros inoculados. 
É possível observar que os isolados CPBF 47, 143, 207, 209 e 394 não se mostraram 
patogénicos em qualquer dos hospedeiros inoculados, o que pode ser devido a uma perda 
da capacidade de patogénese, como poderá ter acontecido no caso dos isolados CPBF 143,  
207, 209 e 394, ou ao facto de não pertencerem à espécie Xc, como no caso do isolado 
CPBF 47, obtido de uma planta crucífera. Relativamente aos isolados que se mostraram 
patogénicos em pelo menos uma variedade de Brassica spp., verifica-se a existência de 
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diferentes perfis de patogenicidade. 32,4% dos isolados apresentaram perfis de 
patogenicidade característicos de raças previamente determinadas. Os isolados CPBF 329 
e 1176 pertencem à raça 1, os isolados CPBF 46, 210, 213, 216, 604 e 1126 podem ser 
incluídos na raça 4, o isolado CPBF 1175 pertence à raça 6 e os isolados CPBF 278 e 279 
pertencem à raça 7. De acordo com Vicente et al. (2001), o isolado CPBF 62T, 
correspondente à estirpe de referência para Xcc deveria ser incluído na raça 3. No entanto, 
nos testes de patogenicidade diferenciais realizados neste estudo este isolado apresenta um 
perfil atípico, que pode ser resultado de um longo período de conservação. Os restantes 
isolados em estudo (67,6%) não apresentaram perfis característicos de qualquer uma das 
nove raças previamente determinadas.  
A B C
D E F
Figura 2.1. - Sintomas de bacteriose vascular das crucíferas em plantas inoculadas com estirpes de
Xanthomonas campestris. A- Brassica rapa var. rapifera cv . „Tokyo Cross Turnip‟; B – Brassica rapa var. rapifera
cv. „Seven Top Turnip‟; C - Brassica oleracea var. botrytis cv. „Miracle F1‟; D - Brassica carinata acessão
PI199947;E - Brassica rapa var. rapifera cv . „TokyoCross Turnip‟;F – Pormenor de C.
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667 N.d . N.a.
668 N.a.
824 N.d . N.a.











0 – 25 % 26 – 50 % 51 – 75 % 76 – 100 %
N.d. – Não determinado. N.a. – Não atribuído.
Tabela 2.3 – Resultados obtidos nos ensaios biológicos realizados para confirmação da patogenicidade e 
determinação das raças dos isolados classificados como Xanthomonas campestris.
 
2.3.3. Detecção de isolados de Xanthomonas campestris por PCR com ‘primers’ 
específicos 
A utilização de PCR com os „primers‟ DLH120/125 descritos por Berg et al. (2005) permitiu 
identificar a maioria dos isolados previamente descritos como Xc, utilizando métodos 
clássicos. Foi possível a amplificação de um produto de 619 pb correspondente à 
extremidade 3‟ do gene hrpF para 30 dos 34 isolados estudados (Figura 2.2). Este ensaio de 
PCR não permitiu, contudo, identificar como Xc os isolados CPBF 47, obtido de 
Roripa nasturtium-aquaticum, CPBF 394, obtido de Ranunculus sp., CPBF 667 e CPBF 824, 
isolados a partir de plantas brassicáceas.  
- 33 - 
Figura 2.2. - Amplificação da extremidade 3‟ do gene hrpF utilizando PCR com  os„primers‟ específicos DLH120 
e DLH125. A – Poços 1  e 19 – Marcador molecular 100bp Ladder (Invitrogen); Estirpes em estudo – poços 2 
a 18 – CPBF 46, 47, 62, 140, 143, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 216,  278, 279, 329, 330.  B – Poços 1 e 
20 – Marcador Molecular 100bp Ladder (Invitrogen); Estirpes em estudo – poços 2 a 18 – CPBF 331, 332, 394, 
489, 589, 604, 667, 668, 824, 1126, 1135, 1136, 1171, 1175, 1176, 1198, 1257. Linha 19 – controlo negativo. 
Setas – fragmento de 619 pb, correspondente ao produto de amplificação.
A
B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
 
2.3.4. Caracterização genotípica 
No primeiro capítulo deste trabalho procedeu-se à aplicação de técnicas de „fingerprinting‟ 
genómico para a caracterização de uma colecção de isolados de Xanthomonas spp., entre 
os quais estavam presentes 34 isolados classificados como Xc, o agente causal da 
bacteriose vascular das crucíferas. Esses isolados foram estudados como fazendo parte de 
uma colecção mais restrita, tendo sido sujeitos a uma caracterização genotípica através da 
utilização de BOX-, ERIC- e MSP-PCR. Tal como referido no capítulo anterior, apenas a 
utilização individual de BOX-PCR permitiu a identificação e tipificação dos isolados de Xc, 
pelo que se recorreu à construção de um dendrograma composto, integrando a informação 
gerada por BOX-, ERIC- e MSP-PCR (Figura 2.3.). Através da análise global do 
dendrograma é possível observar a formação natural de 3 „clusters‟ distintos, Xc1, Xc2 e 
Xc3, pelos quais se distribuem 32 dos 34 isolados de X. campestris. 50% destes 32 isolados 
de Xc são incluídos no „cluster‟ Xc1(r=46,9%). Neste „cluster‟ incluem-se 70% dos isolados 
obtidos de couve portuguesa, o que pode ser indicativo de uma especialização relacionada 
com o hospedeiro. Inclui-se também neste „cluster‟ o isolado CPBF 1198, obtido de 
Brassica kaber var. pinnatifida, uma brassicácea espontânea. Este „cluster‟ inclui ainda o 
isolado CPBF 62T, que é a estirpe de referência para a espécie Xc e para a patovar 
campestris (ATCC 33913; NCPPB 528). Os restantes 50% dos isolados são distribuídos por 
outros dois „clusters‟, Xc2 e Xc3. O „cluster‟ Xc2 (r=47,4%) é constituído por 10 isolados 
provenientes de diversas origens e hospedeiros, incluindo o isolado CPBF 1257, obtido de 
Erysimum sp., uma brassicácea ornamental. O mesmo sucede com o „cluster‟ Xc3 
(r=50,8%), que engloba os restantes seis isolados de Xc. No entanto, o „cluster‟ Xc2 mostra 
um maior nível semelhança com o „cluster‟ Xc1 do que com os isolados integrados no 
„cluster‟ Xc3, agrupando-se num „cluster‟ com 43% de semelhança. Pelo contrário o Xc3 
revela-se diferente dos anteriores, partilhando apenas 39,7% de semelhança com Xc1 e 
- 34 - 
Xc2. Os isolados CPBF 47 (r=26,8%) e 394 (r=33,3%) mostram-se claramente distintos dos 



























































































































B. oleracea var. costata 
B. oleracea convar. botrytis var. botrytis
B. oleracea var. costata 
B. oleracea var. costata 
B. oleracea var. costata 
B. oleracea convar. acephala var. sabellica
B. oleracea var. costata 
B. oleracea var. costata 
B. oleracea convar. botrytis var. botrytis
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B. oleracea var. gemmifera
B. oleracea convar. capitata var. alba cv. „Duchy‟
B. kaber var. pinnatifida
B. oleracea convar. botrytis var. botrytis
B. oleracea convar. botrytis var. botrytis
B. oleracea convar. capitata var. alba cv. „Duchy‟
B. oleracea var. costata 
B. oleracea convar. capitata var. alba
B. oleracea convar. botrytis var. botrytiscv. „Asterix‟
B. oleracea convar. capitata var. sabauda cv. „Savonarch‟
Erysimum sp. cv. „Bowles Mauve‟
B. oleracea convar. botrytis var. botrytis
B. oleracea convar. botrytis var. botrytis
B. oleracea var. costata 









Figura 2.3. – Dendrograma composto de perfis de „fingerprinting‟ por MSP-, BOX- e ERIC-PCR, obtidos utilizando o 






2.3.5. Caracterização filogenética 
Procedeu-se à sequenciação do genes de rRNA16S e de gyrB, que permitiram a construção 
de duas árvores filogenéticas, utilizando uma abordagem bayesiana (Figuras 2.4 e 2.5). 
Como é possível observar na Figura 2.4 a utilização do gene rRNA 16S para a obtenção de 
uma filogenia de Xanthomonas spp. parece ser adequado para uma distinção dos isolados 
ao nível da espécie. Os isolados portugueses classificados como X. campestris estão 
agrupados em dois „clusters distintos, Xc1 e Xc2. O „cluster‟ Xc1 engloba os isolados CPBF 
209, 394, 1176 e 1257 e ainda o isolado NCPPB 528T, a estirpe de referência para Xcc. O 
„cluster‟ Xc2 engloba os isolados CPBF 46, 47, 211 e 1171. 



















X. arboricola pv. juglandis NCPPB 411T (NR027606)
X. hortorum pv hederae NCPPB 939T (NR026386)
0.80
0.26
X. translucens pv. graminis NCPPB 2700T (X99298 )
X. translucens pv. translucens NCPPB 973T (X99299 )
1.00
X. axonopodis pv. axonopodis NCPPB 457T (NR026317 )
0.41
X. citri subsp. citri ATCC 49118T (X99297 )
0.33
X. fragariae NCPPB 1469T (X95920 )
Xc1
Xc2
Figura 2.4. – Filogenia de Xanthomonas spp. construída a partir da análise de 16 sequências do gene de rRNA
16S, utilizando uma aboradagem bayesiana. Oito sequências foram obtidas do Genebank e as restantes oito são 
representativas da divrsidade da colecção de isolados de Xanthomonas campestris obtidos em Portugal. T estirpe 
de referência da espécie. Entre parêntesis estão os números das acessões do Genebank das sequências 
usadas.
 
A análise das sequências parciais do gene gyrB de 134 estirpes permitiu a construção de 
uma filogenia do género Xanthomonas (Figura 2.5), incluindo pelo menos uma estirpe de 
todas as espécies descritas (à excepção de X. saccari) e oito isolados classificados como 
X. campestris obtidos em Portugal. Dos oito isolados classificados como Xc obtidos em 
Portugal utilizados neste estudo, sete (CPBF 46, 209, 211, 394, 1171, 1176 e 1257) foram 
incluídos no „cluster‟ que integra a estirpe de referência para a espécie (NCPPB 528T), pelo 
que se pode considerar correcta a classificação previamente atribuída. Para Xc é possível 
verificar a existência de dois grupos distintos, o „cluster‟ Xc1, onde se integram as estirpes 






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 2.5. – Filogenia de Xanthomonas spp. construída a partir da análise de 134 sequências do 
gene gyrB, utilizando uma abordagem bayesiana. 126 sequências foram obtidas do Genebank e as 
restantes oito são representativas da diversidade da colecção de isolados classificados como 
Xanthomonas campestris obtidos em Portugal. (T) – estirpe de referência. Entre parêntesis estão os 
números das acessões do Genebank das sequências usadas.
-36- 
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1171 e 1176, e o „cluster‟ Xc2, onde se inclui a estirpe de referência para a patovar incanae 
e os isolados CPBF 209 e 1257. O isolado CPBF 47 mostra-se totalmente distinto dos 
isolados acima referidos. Apesar de se mostrar filogeneticamente mais próximo de isolados 
de outras espécies, como X. oryzae, X. vesicatoria e X. vasicola, este isolado não é 
agrupado com qualquer outro, constituindo um único ramo da filogenia. 
2.3.6. Caracterização por espectrometria de massa MALDI-ToF 
A utilização da espectrometria de massa MALDI-ToF permitiu a obtenção de espectros 
específicos para cada uma das 33 estirpes de Xc obtidas em Portugal. A análise desses 
espectros e sua comparação com os de outras 29 estirpes do género Xanthomonas, através 
da utilização do „software‟ SARAMIS™ permitiu a construção de uma árvore taxonómica 
(Figura 2.6.). 
Através da inclusão de duplicados foi possível observar a boa reprodutibilidade deste 
método, já que para a generalidade dos isolados os duplicados se mostram muito 
semelhantes entre si. No entanto, é possível verificar que para alguns dos isolados 
portugueses, estes são mais semelhantes entre si do que os próprios duplicados, o que 
pode sugerir que estes isolados correspondem a uma única estirpe. 
A estirpe de referência para Xcc é apresentada duas vezes, sendo uma estirpe pertencente 
à colecção francesa (CFBP 5241T) e outra proveniente da colecção inglesa (NCPPB 528T). 
No dendrograma é possível verificar que as duas estirpes não se agrupam, sendo que o 
isolado CFBP 5241T se apresenta entre as estirpes de Xc obtidas em Portugal, enquanto 
que o isolado NCPPB 528T está distanciado de todos os isolados, partilhando com eles 
apenas 24% de semelhança. Este comportamento sugere que o isolado de referência 
proveniente da colecção inglesa pode estar contaminado, pelo que não será tido em 
consideração. Todos os isolados portugueses, à excepção dos isolados CPBF 47 e 1257, 
estão incluídos num único „cluster‟ distinto e coeso, com 65% de semelhança, evidenciando 
que são claramente distintos das restantes espécies de Xanthomonas. Dentro deste „cluster‟ 
é, no entanto, possível verificar a formação de um grupo homogéneo de 25 isolados 
partilhando 75% de semelhança („cluster‟ Xc1), onde se incluem também os isolados de 
referência para Xcc (CFBP 5241T) e para X. campestris pv. aberrans (NCPPB 2986T). O 
isolado CPBF 47, obtido de agrião-de-água, mostra-se claramente distinto dos restantes 
isolados obtidos em Portugal, estando mais próximo do isolado de X. bromi, X. hortorum, X. 
alfalfae e X. vesicatoria. O isolado CPBF 1257 surge, inesperadamente, como o isolado 
mais distinto dos de origem portuguesa, partilhando com eles apenas 28% de semelhança e 
mostrando-se mais próximo dos isolados DGMZ 3583, NCPPB 599 e CFBP4641, as 






   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   
   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   



























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   












   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   












   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   







   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   







   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   







   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   







   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

















   
   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   



























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   







   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   





















   
   
   
   
   
   



















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   






























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   






























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   







   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   







   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   






























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   






























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
































   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
























   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

































   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   








































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
































   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   































   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   







   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   














   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   





















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   





















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
































   
   
   
   
   
   

































   
   
   
   
   
   
   

























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   






















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   




















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   



























   
   
   
   
   
   
   
   








   
   
   
   
   
   
   
   




















   
   
   
   
   
   
   
   





















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


































   
   
   
   
   
   







































   
   
   
   
   
   














































































   
   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   




















   
   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   



























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   





















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   





























   
   
   
   
   
   
   
   



























   
   
   
   
   
   
   
   




























   
   
   
   
   
   
   































   
   
   
   
   
   
   



































   


































   























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   













   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   




















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   





















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   






























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   





































   
   
   
   
   
   
   
   
   




























   
   
   
   
   
   
   
   
   






















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   

























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


























   
   
   
   
   
   
   

































   
   
   
   
   
   
   



















   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   













   








   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   





















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   














   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   































   
   
   
   
   
   





























   
   
   
   
   
   






















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   





















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   





















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   



























   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   




















   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   



























Figura 2.6. – Dendrograma de Xanthomonas spp. construído a partir da análise dos espectros de 
massa MALDI-ToF de 62 isolados de Xanthomonas spp. 29 estavam disponíveis na base de dados do 
software SARAMIS™ e os restantes 33 são de isolados classificados como Xanthomonas campestris 
obtidos em Portugal. (T) – estirpe de referência. 
-38- 
- 39 - 
2.4. Discussão global 
A diversidade da colecção de isolados classificados como Xanthomonas campestris foi 
estudada neste capítulo através de uma abordagem polifásica baseada em características 
fenotípicas, genotípicas e filogenéticas. 
A utilização de testes bioquímicos conduziu à confirmação do perfil metabólico dos isolados 
estudados como pertencendo a X. campestris, uma vez que os perfis metabólicos obtidos 
foram os esperados para esta espécie, apesar de ter sido registada alguma variabilidade 
que, no entanto, não foi suficiente para permitir a sua inclusão noutras espécies, as quais 
apresentam perfis metabólicos muito diferentes para vários substratos. Este método não 
permitiu, também, evidenciar uma diferenciação dos isolados ao nível infra-específico 
(patovar).  
Através da inoculação de vários hospedeiros da família Brassicaceae foi determinado o 
perfil de patogenicidade associado a cada isolado. Desta forma, foi possível observar que 
cinco dos 34 isolados em estudo (CPBF 47, 143, 207, 209 e 394) não se mostraram 
patogénicos em qualquer dos hospedeiros testados, indicando que perderam o seu poder 
patogénico ou que não pertencem a X. campestris. Por outro lado, os ensaios realizados 
para a determinação das raças de Xcc apenas permitiram identificar a presença de cinco 
isolados da raça 4 (CPBF 46, 210, 213, 216, 604 e 1126), dois isolados da raça 1 (CPBF 
329 e 1176), dois isolados da raça 7 (CPBF 278 e 279) e um isolado da raça 6 (CPBF 
1175). A restante maioria dos restantes isolados apresentou perfis de virulência atípicos, 
relativamente às nove raças estabelecidas até agora (Fargier & Manceau, 2007), tendo sido 
identificados oito perfis distintos. Apesar de a maioria dos autores considerar cada novo 
perfil de patogenicidade como uma nova raça, os resultados obtidos neste estudo indicam 
que este tipo de abordagem gera uma variabilidade demasiado grande, reforçando a ideia 
de que a designação de raça poderá não ser a mais adequada para caracterizar a 
patogenicidade das estirpes de Xcc. De facto, o número de raças de Xcc estabelecidas tem 
vindo a aumentar, à medida que novos isolados e hospedeiros são estudados (Kamoun et 
al., 1992; Vicente et al., 2001; Fargier & Manceau, 2007). Por outro lado, a escolha dos 
hospedeiros surge como a principal desvantagem desta abordagem, já que estes parecem, 
na maioria dos casos, não permitir revelar a totalidade do potencial patogénico dos isolados 
em estudo. A série diferencial de hospedeiros actualmente utilizada inclui cultivares que dão 
origem a reacções variáveis, quando inoculadas com isolados da mesma raça, como cv. 
„Seven Top Turnip‟. Adicionalmente, a maioria dos hospedeiros utilizados são híbridos e, 
apesar de originarem reações uniformes, a sua disponibilidade é limitada, dependendo do 
seu sucesso comercial (Vicente et al., 2001). Desta forma, a classificação em raças dos 
isolados classificados como X. campestris obtidos em Portugal parece não ser adequada, 
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uma vez que a maioria destes isolados apresenta novos perfis de patogenicidade, 
claramente distintos dos esperados. 
De um modo geral, a utilização de técnicas biomoleculares permitiu observar um nível de 
diversidade superior ao evidenciado pelos métodos supracitados. 
A utilização de PCR com „primers‟ específicos, permitiu a detecção de 30 isolados de X. 
campestris. Para os restantes quatro isolados (CPBF 47, 394, 667 e 824) não foi possível 
detectar o produto de amplificação correspondente à região 3‟ do gene hrpF. Actualmente, 
sabe-se que o „cluster‟ de genes hrp („hypersensitive response and pathogenicity‟) é crucial 
para a interacção entre as bactérias fitopatogénicas e os seus hospedeiros, resultando em 
doença em hospedeiros susceptíveis ou em resposta hipersensitiva em hospedeiros 
resistentes. Este „cluster‟ é também altamente conservado em bactérias fitopatogénicas, 
codificando para componentes de sistemas de secreção do tipo III (T3SS), que translocam 
factores de virulência, elicitadores e proteínas de avirulência para a célula vegetal 
hospedeira. Por outro lado, o gene hrpF é um dos genes menos conservados desta família e 
contém um „direct repeat‟ imperfeito, que está presente em três cópias no gene de 
X. campestris, dando a hrpF uma dimensão de 2,76kb, em contraste com as duas cópias 
presentes no gene de X. axonopodis pv. vesicatoria e X. oryzae pv. oryzae, nas quais hrpF 
tem uma dimensão de 2,42kb.  
De acordo com Berg et al. (2005) a utilização de „primers‟ dirigidos à região 3‟ de hrpF 
permitiu a distinção dos isolados de X. campestris dos pertencentes a outras espécies de 
Xanthomonas. No entanto, esta porção do gene é demasiado conservada para permitir a 
distinção entre patovares de X. campestris. Os mesmos autores conseguiram ainda 
correlacionar a existência de patogenicidade com a amplificação do alvo hrpF, já que ao 
inocular plantas de B. oleracea com isolados de X. campestris para os quais não foi possível 
amplificar hrpF não ocorreu desenvolvimento de doença. Desta forma, existem duas 
explicações possíveis para a presença dos resultados negativos observados: (i) os isolados 
em causa não são pertencentes à espécie X. campestris; e (ii) os isolados em causa 
pertencem a X. campestris mas possuem uma mutação no gene em causa, o que resulta 
também numa ausência de patogenicidade. 
Através da utilização de PCR „fingerprinting‟ foi possível a tipificação e identificação da 
maioria dos isolados classificados como X. campestris. Os isolados em estudo apresentam 
na generalidade uma grande variabilidade, partilhando entre si apenas 26,9% de 
semelhança. No entanto, foi possível observar a presença de dois isolados (CPBF 47 e 394) 
claramente distintos dos restantes, o que pode indicar que estes isolados não pertencem a 
X. campestris. A elevada heterogeneidade genotípica que caracteriza os isolados de 
X. campestris obtidos em Portugal está de acordo com o descrito por outros autores 
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(Vauterin et al., 1995, Rademaker et al., 2005). A diversidade genotípica desta espécie 
encontrava-se também já registada, através da caracterização de isolados desta espécie por 
vários métodos, como os estudos de hibridação DNA-DNA efectuados por Vauterin et al. 
(1995) e a utilização de rep-PCR para a construção de perfis genotípicos (Louws et al., 
1994; Vicente et al., 2001; Rademaker et al., 2005). 
A análise das sequências do gene rRNA 16S permitiu agrupar os oito isolados classificados 
como X. campestris num „cluster‟ coeso, contendo a estirpe de referência para Xcc. A 
organização destes isolados em dois pequenos „subclusters‟ (Xc1 e Xc2) indica que os 
isolados de X. campestris obtidos em Portugal podem estar sujeitos a uma especialização 
infraespecífica. No entanto, a ausência de disponibilidade de um maior número de 
sequências do gene rRNA de Xcc e de isolados das restantes patovares de X. campestris, 
raphani e incanae, impede que essa distinção seja feita de forma rigorosa. Por outro lado, e 
de acordo com Vauterin et al. (2000), para o género Xanthomonas a eficácia da análise das 
sequências do gene rRNA 16S apenas se verifica para um baixo nível de resolução 
filogenético ou taxonómico, sendo válido para a sua classificação ao nível do género, mas 
insuficiente para classificar membros deste género ao nível subespecífico. 
A análise das sequências de gyrB permitiu a construção de uma filogenia, cuja topologia 
está de acordo com a obtida por Parkinson et al. (2009). A filogenia parece monofilética, 
sendo que, provavelmente, as espécies constituintes se diversificaram a partir de uma única 
linhagem. Na generalidade dos casos, verifica-se a inclusão de patovares conhecidas nos 
grupos contendo as respectivas estirpes de referência ou estirpes relacionadas, 
corroborando a exactidão da classificação existente e da filogenia gerada por gyrB. 
X. albilineans, X. sacchari, X. hyacinthi e X. translucens ramificam-se na base da filogenia, 
representando provavelmente espécies que evoluíram mais cedo. Estas espécies têm 
plantas monocotiledóneas como principais hospedeiros, indicando a possibilidade de os 
organismos do género Xanthomonas terem surgido pela primeira vez como patogéneos de 
monocotiledóneas (Parkinson et al., 2007). Na filogenia obtida é visível a inclusão dos 
isolados de X. campestris num único „cluster‟, no qual se incluem sete dos oito isolados 
portugueses classificados como tal e a estirpe de referência NCPPB 528T. Assim, e de 
acordo com o registado por Parkinson et al. (2009), o locus gyrB foi suficientemente 
discriminatório para identificar variações nas sequências ao nível infra-específico para 
X. campestris, bem como para X. translucens, X. arboricola e X. hortorum. Os isolados 
portugueses de X. campestris apresentam, algumas variações sequenciais, que se 
traduzem numa organização em dois pequenos „subclusters‟. No entanto, as diferenças 
entre as sequências de gyrB não foram suficientes para atribuir de forma rigorosa uma 
designação ao nível da patovar para os isolados portugueses de X. campestris. Apenas o 
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isolado CPBF 47 não foi incluído no „cluster‟ X. campestris. Adicionalmente também não foi 
possível agrupá-lo com isolados provenientes de espécies conhecidas indicando que pode 
pertencer a uma espécie distinta. 
De um modo geral, a análise filogenética resultante da sequenciação dos genes de 16S 
rRNA e de gyrB permitiu a clara identificação das várias espécies de Xanthomonas. No 
entanto, o locus gyrB mostrou maior potencial discriminatório ao nível infra-específico, 
revelando-se particularmente útil na caracterização taxonómica de géneros bacterianos com 
elevada diversidade, como Xanthomonas. 
A utilização da espectrometria de massa MALDI-ToF permitiu a construção de uma árvore 
taxonómica com uma topologia semelhante à da filogenia obtida através da análise de 
sequências de gyrB. Com recurso a esta abordagem, todos os isolados portugueses, à 
excepção dos isolados CPBF 47 e 1257, foram incluídos num único „cluster‟, contendo duas 
estirpes de referência para patovares de X. campestris. A inclusão da estirpe de referência 
para Xcc indica que os isolados portugueses presentes neste „cluster‟ pertencem à patovar 
campestris de X. campestris. Por outro lado, é necessário referir que o isolado NCPPB 
2986T, aqui classificado como X. campestris pv. aberrans, foi recentemente reclassificado 
como Xcc, uma vez que provocou sintomas de bacteriose vascular em Brassica spp. e 
Raphanus sativus (Fargier & Manceau, 2007). O espectro de massa MALDI-ToF do isolado 
CPBF 47 revelou-se claramente distinto dos anteriores, partilhando um maior nível de 
semelhança com X. bromi e X. hortorum do que com X. campestris. No entanto, a 
semelhança que partilha com qualquer um dos isolados das referidas espécies é demasiado 
reduzida para que se possa agrupar o isolado CPBF 47 com qualquer uma delas. Desta 
forma, os resultados apontam para que este isolado pertença a uma espécie distinta. O 
resultado obtido para o isolado CPBF 1257, cujo espectro revelou maior semelhança com os 
de X. albilineans e X. hyacinthi, não era de todo esperado, já que os restantes métodos 
utilizados neste trabalho apontam para que pertença a X. campestris. De acordo com 
Parkinson et al. (2007) e conforme referido anteriormente, estas espécies, claramente 
distintas de X. campestris, surgem como espécies ancestrais de Xanthomonas, tendo sido 
provavelmente as primeiras a divergir. Quanto às restantes espécies, é possível verificar 
que a espectrometria de massa MALDI-ToF suporta a recente reclassificação de várias 
patovares de X. campestris em novas espécies, como é o caso da maioria das espécies 
representadas (Vauterin et al., 1995; Pothiër et al., 2009). Tal como registado por outros 
autores (Pothiër et al., 2009), a espectrometria de massa MALDI-ToF apresenta-se, neste 
estudo, como estratégia complementar e/ou alternativa à sequenciação de genes, sendo 
adequada à distinção de estirpes de Xanthomonas de outras espécies, à classificação de 
novos organismos e à correcta identificação de estirpes mal classificadas. 
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A integração dos resultados obtidos permitiu verificar que os isolados portugueses de 
X. campestris apresentam grande variabilidade genotípica, sendo, no entanto, claramente 
distintos dos isolados provenientes de outras áreas geográficas que foram utilizados nos 
estudos filogenéticos e de espectrometria de massa. Efectivamente, a origem geográfica 
parece desempenhar um papel crucial na diversidade genética dos isolados de Xcc (Vicente 
et al., 2006), bem como de outros organismos (Fegan & Prior, 2005). Por outro lado, foi 
também possível verificar a presença de isolados cujos resultados se mostraram atípicos 
para pelo menos duas das seis abordagens utilizadas, como os isolados CPBF 47, CPBF 
394 e CPBF 1257. O isolado CPBF 47 foi o que revelou maior número de características 
atípicas, já que não mostrou ser patogénico em nenhum dos hospedeiros testados, à 
excepção de Roripa nasturtium-aquaticum, não foi detectado como X. campestris através da 
utilização de PCR com „primers‟ específicos e revelou-se distante dos isolados de 
X. campestris, quer por análise do perfil de „fingerprintig‟, do perfil filogenético e do espectro 
de massa MALDI-ToF. Desta forma, todos os resultados indicam que este isolado se 
encontrava indevidamente classificado como X. campestris. Apesar de ser incluído na 
espécie X. campestris por análise bioquímica e filogenética, o isolado CPBF 394 mostrou-se 
distinto dos restantes. Este isolado não se revelou patogénico nos hospedeiros testados, à 
excepção de Ranunculus sp., não foi detectado por PCR com „primers‟ específicos e 
produziu um perfil de fingerprinting atípico. Por fim, o isolado CPBF 1257 apenas se mostrou 
patogénico em Erysimum sp. e o seu espectro MALDI-ToF revelou-se o mais atípico de 
todos os 62 isolados estudados por este método. 
3. Estudo da sensibilidade de Xanthomonas spp. a compostos 
bioactivos 
3.1. Introdução 
Frequentemente, o controlo rápido e eficaz das doenças de plantas é apenas conseguido 
com recurso a pesticidas de síntese e/ou antibióticos (Vasinauskiene et al., 2006). No 
entanto, a aplicação constante e indiscriminada destes pesticidas põe frequentemente em 
perigo tanto humanos como animais, devido à sua toxicidade residual (Satish et al., 1999; 
Vasinauskiene et al., 2006). A aplicação de vários pesticidas foi já proibida em diversos 
países, devido às suas características indesejáveis, como a toxicidade elevada, associada 
aos longos períodos de degradação que apresentam, à sua acumulação nas cadeias 
tróficas e à capacidade de eliminação indiscriminada dos organismos presentes, sejam eles 
prejudiciais ou benéficos (Satish et al., 1999). Por outro lado, a utilização deste tipo de 
pesticidas tem vindo a mostrar uma redução na sua eficácia, devido ao aparecimento de 
fenómenos de resistência adquirida por parte de vários microrganismos (Satish et al., 1999). 
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Considerando os efeitos nefastos provocados pela utilização de pesticidas e antimicrobianos 
sintéticos, existe uma necessidade urgente de agentes alternativos para o controlo de 
microrganismos fitopatogénicos.  
As plantas superiores apresentam-se como um reservatório de compostos antimicrobianos, 
sendo que a presença destes compostos nas plantas está muitas vezes associada com a 
existência de resistência a determinados microrganismos, de tal forma que estes compostos 
químicos podem ser considerados como pesticidas naturais (Lirio et al., 1998). Estes 
compostos podem então ser directamente utilizados como pesticidas ou servir de base para 
compostos sintéticos novos e mais eficazes (Vasinauskiene et al., 2006).  
Os óleos essenciais de várias plantas aromáticas como o cravinho, orégãos e tomilho são já 
conhecidos pelas suas propriedades antibacterianas, sendo utilizados pelo Homem há 
centenas de anos, na prevenção e tratamento de infecções bacterianas.  
Mais recentemente, estudos efectuados com extractos vegetais de várias plantas 
aromáticas evidenciaram o seu potencial antimicrobiano contra vários fitopatogéneos, como 
Pectobacterium carotovorum, Ralstonia solanacearum e Xanthomonas vesicatoria (Lirio et 
al., 1998; Satish et al., 1999; Vasinauskiene et al., 2006). 
Considerando que X. campestris é um patogéneo contra o qual não existe um tratamento 
eficaz, foi investigada a sua sensibilidade a compostos bioactivos presentes nos óleos 
essenciais de 4 plantas aromáticas, conhecidas pelas suas propriedades antibacterianas 
contra outros microrganismos. 
3.2. Material e Métodos 
3.2.1. Isolados bacterianos 
Foram utilizados os oito isolados de Xanthomonas representativos da diversidade da 
colecção de isolados obtidos de brassicáceas, previamente seleccionados para os estudos 
desenvolvidos no Capítulo 3 (CPBF 46, 47, 209, 211, 394, 1171, 1176 e 1257). Os isolados 
foram crescidos em meio YDC durante 48 horas a 27°C e utilizados para determinar a sua 
sensibilidade a compostos bioactivos presentes nos óleos essenciais de quatro plantas 
aromáticas  
3.2.2. Material Vegetal  
O potencial antimicrobiano dos óleos essenciais obtidos de Origanum vulgare (orégãos), 
Syzygium aromaticum (cravinho), Mentha pulegium (poejos) e Thymus mastichina (bela-luz), 
relativamente a uma colecção de 8 isolados de Xanthomonas spp. foi determinado através 
do método de difusão em agar.  
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Para a extracção dos óleos essenciais de cravinho e orégãos, foram utilizados 
respectivamente 96g e 64g de material vegetal seco, de origem comercial (Margão, 
Portugal). Para a extracção do óleo essencial de bela-luz e poejos, foram utilizados 100g e 
125g de material vegetal fresco. 
3.2.3. Extração e caracterização dos óleos essenciais 
Os óleos essenciais foram extraídos durante 180 minutos por hidrodestilação, utilizando um 
aparelho Clevenger. Os óleos isolados por hidrodestilação foram utilizados na determinação 
do rendimento (mL/g), na quantificação relativa dos seus componentes e na determinação 
de actividade biológica. Os compostos químicos presentes nos óleos extraídos foram 
separados por cromatografia Gás-Líquido e caracterizados por Espectrometria de Massa. 
As análises de Cromatografia Gás-Líquido (CGL) foram efectuadas num cromatógrafo 
Perkin Elmer Autosystem XL equipado com dois Detectores de Ionização de Chama (DIC), 
um sistema de tratamento de dados e um injector, no qual foram instaladas duas colunas de 
polaridade diferente: DB-1 de sílica fundida, de fase imobilizada de metilsilicone, 
(30mx0,25mm d.i., espessura de filme 0,25µm; J & W Scientific Inc.) e DB 17HT de sílica 
fundida (30mx0,25mm d.i., espessura de filme 0,25µm; J & W Scientific Inc.). A temperatura 
do forno foi programada de 45°C a 175°C, com incrementos de 3°C/min, e 
subsequentemente a 15°C/min até 300°C. Atingidos os 300°C a temperatura foi mantida 
durante 10min, sendo a temperatura do injector e dos detectores, 290°C e 300°C, 
respectivamente. O gás de arrastamento usado foi o hidrogénio, ajustado para uma 
velocidade linear de 30cm.s-1 e com uma relação de repartição de fluxo de 1:50. A 
composição percentual dos óleos foi determinada pela integração das áreas dos picos sem 
utilização de factores de correcção. 
Nas análises de Cromatografia Gás-Líquido/Espectrometria de Massa (CGL/EM) utilizou-se 
um Cromatógrafo Perkin-Elmer Autosystem XL equipado com uma coluna de sílica fundida 
DB-1 (30mx0,25mm d.i., espessura de filme 0,25µm; J & W Scientific Inc.) ligado a um 
Espectrómetro de Massa Perkin-Elmer Turbomass (versão de programa 4.1). A temperatura 
do forno foi programada para 45 a 175˚C, com incrementos de 3˚C.min-1, e 
subsequentemente a 15˚C.min-1 até 300˚C. Atingidos os 300˚C a temperatura foi mantida 
isotérmica durante 10min. A temperatura da linha de transferência foi mantida a 280˚C e a 
temperatura da câmara de ionização foi mantida a 220˚C. Usou-se o hélio como gás de 
arrastamento, ajustado para uma velocidade linear de 30cm.s-1. A relação de repartição de 
fluxo foi de 1:40. A energia de ionização foi de 70eV; a corrente de ionização foi 60µA; a 
gama de massas foi de 40 a 300u e o tempo de varrimento de 1s. 
A identidade dos compostos foi determinada por comparação dos seus índices de retenção, 
em relação aos dos n-alcanos C8-C24 e espectros de massa, com os de padrões 
- 46 - 
comerciais e compostos de referência presentes em óleos existentes no laboratório e por 
comparação com uma biblioteca de espectros de massa desenvolvida no laboratório. 
3.2.4. Ensaios de actividade antimicrobiana  
Os ensaios de actividade antimicrobiana foram efectuados através de testes de difusão em 
agar, em placas de Petri contendo como meio de cultura Nutrient Agar (NA) inoculado com 
uma suspensão bacteriana contendo cerca de 108 cfu.mL-1 (OD600nm=0,1). Para a inoculação 
do meio de cultura foram utilizadas placas contendo 15mL de NA solidificado, às quais 
foram adicionados 5mL de NA derretido e mantido a 40°C contendo 0,5mL de suspensão 
bacteriana. De modo a testar a actividade antimicrobiana do óleo essencial foram colocados 
em cada placa dois discos de papel de filtro (diâmetro-6mm), um embebido em 5 l de óleo 
puro e outro embebido em 5 l de óleo diluído 10x em etanol 70%. Como controlo negativo 
utilizou-se um disco de papel embebido em 5 l de etanol 70% e como controlo positivo 
utilizou-se um disco de papel embebido em 10l de estreptomicina 0,25mg.mL-1, uma vez 
que Xanthomonas campestris se revela susceptível a este antibiótico (Vasinauskiene et al., 
2006). Os halos de inibição resultantes da actividade antimicrobiana foram registados, pela 
medição dos diâmetros perpendiculares incluindo o disco de papel, após 24h, 48h e 72h de 
incubação a 27°C. Cada ensaio foi realizado em triplicado. 
3.3. Resultados e Discussão 
A extracção dos óleos essenciais por hidrodestilação permitiu a obtenção de óleos 
essenciais puros, com um rendimento de 1,6%, 5%, 1,04%, e 0,9% para orégãos, cravinho, 
poejos e bela-luz, respectivamente. Os compostos químicos presentes nos óleos extraídos 
por hidrodestilação foram quantificados e caracterizados por cromatografia gás-líquido e 
espectrometria de massa, estando os principais componentes descritos nas Tabelas 2, 3, 4 
e 5 (em anexo), em que os valores apresentados correspondem ao valor médio de duas 
injecções. 
Origanum vulgare, vulgarmente conhecida como orégãos, é uma planta da família 
Lamiaceae, com distribuição geográfica desde a Europa até à Ásia central. Esta planta, 
muito usada como condimento, apresenta um óleo essencial rico em timol e carvacrol 
(Sivropoulou et al., 1996; Russo et al., 1998). O óleo essencial de orégãos obtido durante 
este trabalho apresentou, como componentes maioritários terpineno-4-ol (20,8%), timol 
(19,7%) e γ-terpineno (11,5%), sendo ainda de referir a presença de carvacrol (2,8%), tal 
como esperado.  
Syzygium aromaticum, ou cravo-da-Índia, é uma árvore da família Myrtaceae endémica das 
ilhas Molucas (Mazzafera, 2003). O óleo de S. aromaticum tem como principal componente 
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o eugenol, que pode representar 70 a 90% da totalidade dos componentes do óleo (Raina et 
al., 2001; Mazzafera, 2003). Tal como esperado, o óleo essencial de cravinho obtido durante 
este trabalho apresentava como componentes maioritários eugenol (90,8%), β-cariofileno 
(6,3%) e acetato de eugenilo (2,1%).  
Menta pulegium, vulgarmente conhecido como poejo, é uma planta da família Lamiaceae, 
endémica da zona mediterrânica, norte de África e Ásia ocidental. O óleo essencial obtido 
de M. pulegium apresenta como componentes maioritários pulegona (92,6%), mentona 
(4,2%) e isomentona (2,1%), estando de acordo com os dados existentes na bibliografia 
(Lorenzo et al., 2002; Stoyanova et al., 2005).  
Thymus mastichina é uma planta da família Lamiaceae, endémica da península Ibérica, é 
vulgarmente conhecida como bela-luz. A composição química do óleo essencial desta 
espécie é usualmente predominada por 1,8-cineole e limoneno (Miguel et al., 2004). De 
acordo com Faleiro et al. (2003) o óleo essencial de T. mastichina pode ser divido em três 
tipos, consoante o componente maioritário: (i) 1,8-cineole, (ii) linalol e (iii) 1,8-cineole/linalol. 
O óleo essencial de T. mastichina obtido durante este trabalho apresenta como 
componentes maioritários o 1,8-cineole (49%), limoneno (24,5%), β-pineno (4,3%) e α-
pineno (3,6%), sendo possível caracterizá-lo como um óleo do tipo 1,8-cineole.  
 Os bioensaios efectuados através do método de difusão em agar permitiram registar a 
sensibilidade de oito estirpes de Xanthomonas spp. aos óleos essenciais das plantas 
aromáticas acima referidas. Os diâmetros dos halos de inibição gerados (incluindo os discos 
de papel) estão registados na Tabela 3.1, sendo os resultados obtidos para cada uma das 
estirpes em estudo detalhadamente descritos em anexo (Tabela 6).  
 
Tabela 3.1.- Diâmetro médio dos halos de inibição (mm) , incluindo o disco de papel, gerados após 24, 48 e
72 horas de incubação com óleo essencial puro (100) e diluído (10-1) de Origanum vulgare, Syzygium
aromaticum, Mentha pulegium e Thymus mastichina. C(+) – controlo positivo efectuado com estreptomicina a
0,25 mg.mL-1;C (-) – controlo negativo, efectuado com etanol (70%).
O. vulgare S. aromaticum M. pulegium T. mastichina
C (+) C(-)
Incubação 100 10-1 100 10-1 100 10-1 100 10-1
24 h 22,4  2,4 10,3  1,1 18,9  3,0 11,1  1,0 15,6  2,6 6,0  0,0 9,4  0,8 6,0  0,0 8,8  2,1 6,0  0,0
48 h 32,4  5,0 10,3  1,1 21,8  3,1 11,4  1,4 15,4  2,3 6,0  0,0 9,4  0,8 6,0  0,0 9,6  2,8 6,0  0,0
72 h 36,3  7,8 10,3  1,1 31,0  10,0 11,5  1,4 15,4  2,3 6,0  0,0 9,4  0,9 6,0  0,0 11,1  4,0 6,0  0,0
 
 
Como é possível observar, a aplicação dos óleos essenciais puros de O. vulgare e de S. 
aromaticum revelou maior actividade antibacteriana, com halos de inibição a atingir os 35,9 
mm e os 31,0 mm, respectivamente. É também possível verificar que os óleos puros destas 
duas espécies apresentam um aumento gradual da actividade antibacteriana, indicando que 
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mantêm o seu efeito bactericida ao longo do tempo. Os óleos de S. aromaticum e O. 
vulgare, quando diluídos em 70% de etanol, revelam ainda uma actividade antibacteriana 
considerável, originando, respectivamente, halos de inibição com 11,5 e 10,3 mm. Tanto 
M. pulegium como T. mastichina apresentam actividade antibacteriana estável ao longo do 
tempo de incubação e inferior à descrita para as duas espécies anteriores, sendo que 
T. mastichina foi a espécie cujo óleo apresentou menor actividade. Quando diluídos, os 
óleos destas duas espécies não apresentaram qualquer vestígio de actividade bactericida.  
Figura 3.1. – Estudo da sensibilidade de isolados portugueses de Xanthomonas spp. a compostos bioactivos
presentes nos óleos essenciais de Origanum vulgare, Syzygium aromaticum, Mentha pulegium e Thymus
mastichina. A – Percentagem de aumento ou diminuição da actividade antibacterina em relação ao controlo
positivo, efectuado com estreptomicina a 0,25 mg.ml-1, ao fim de 24, 48 e 72 horas. B – Aspecto das placas
inoculadas com o isolado CPBF 62, ao fim de 72 horas de incubação; Quadrantes: Superior Direito – óleo
essencial concentrado; Superior Esquerdo – óleo essencial diluído 10x em etanol 70%; Inferior esquerdo –
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Na Figura 3.1. (A) estão representadas as percentagens de aumento ou diminuição da 
actividade antibacteriana dos óleos essenciais em estudo em relação à actividade da 
estreptomicina (0,250mg.mL-1). À excepção da estirpe CPBF 394, todas as estirpes de 
X. campestris utilizadas nos ensaios de difusão em agar se manifestaram sensíveis à 
estreptomicina, o antibiótico utilizado como controlo positivo. 
Como é possível verificar, à excepção do óleo de T. mastichina, os óleos essenciais puros 
apresentam uma actividade superior à da estreptomicina, com maior destaque nos casos de 
O. vulgare e S. aromaticum. Estas duas espécies foram também as únicas cujos óleos 
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essenciais mantiveram actividade depois de diluídos, sendo que essa actividade se mantém 
ligeiramente superior à da estreptomicina.  
De acordo com estes resultados, é possível afirmar que o óleo essencial de O. vulgare é 
que apresenta maior potencial antibacteriano contra X. campestris, sendo visivelmente mais 
eficaz do que a estreptomicina, usada como controlo positivo. A actividade antibacteriana 
contra microrganismos fitopatogénicos do óleo essencial de orégãos havia já sido 
demonstrada em vários estudos, contra organismos dos géneros Xanthomonas, Ralstonia e 
Pectobacterium, conforme referido na secção 3.1., sendo que, em comparação com os 
óleos essenciais de várias outras plantas aromáticas e medicinais, manifestou maior efeito 
inibitório (Vasinauskiene et al., 2006).  
O óleo essencial de S. aromaticum é conhecido pelas suas propriedades antibacterianas, 
contra organismos como Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, 
Salmonella enteritidis e Staphylococcus aureus (Chaieb et al., 2007). Quanto às suas 
propriedades antimicrobianas contra organismos fitopatogénicos existem estudos que visam 
essencialmente o controlo de fungos, não existindo muita informação acerca do seu efeito 
sobre bactérias. No entanto, como é possível observar pelos resultados que o óleo essencial 
de cravinho manifesta um efeito bactericida considerável, claramente superior ao efeito da 
estreptomicina.  
O óleo essencial de M. pulegium apresenta várias propriedades biológicas, actuando como 
repelente de insectos (Toloza et al., 2006), fungicida, contra o fungo fitopatogénico Botrytis 
cinerea (Antonov et al., 1997), e bactericida, contra Klebsiella sp., Bacillus cereus, 
Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes e Yersinia enterocolitica (Bonyadian & 
Moshtaghi, 2008). Actualmente, o efeito deste óleo essencial contra bactérias 
fitopatogénicas está ainda pouco esclarecido. No entanto, o óleo essencial desta planta 
aromática e medicinal apresentou actividade antimicrobiana contra estirpes de 
Xanthomonas hortorum pv. pelargonii (Kokoskova & Pavela, 2005). Neste trabalho, o óleo 
de poejo, rico em pulegona, apenas revelou actividade bactericida contra as estirpes em 
estudo quando aplicado no seu estado puro. No entanto, apesar de a actividade registada 
ser claramente inferior às actividades dos óleos de O. vulgare e S. aromaticum, continua a 
ser superior à actividade registada para a estreptomicina, revelando 76,8% de aumento de 
actividade em relação a esse antibiótico. 
Em estudos anteriores, o óleo essencial de T. mastichina obtido em Portugal revelou-se 
pouco activo ou quase inactivo, contra estirpes de Staphylococcus aureus, Listeria 
monocytogenes, Escherichia coli, Proteus mirabilis e Salmonella sp. (Figueiredo et al., 
2008). A actividade antibacteriana dos óleos essenciais de várias espécies de tomilho 
parece estar relacionada com a respectiva composição química. Em 2002, Zarzuelo & 
Crespo classificaram os óleos de Thymus em dois grandes grupos: a) óleos ricos em timol e 
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carvacrol com actividades antimicrobianas relevantes e b) óleos ricos em monoterpenos e 
sesquiterpenos não-fenólicos, apresentando actividades antimicrobianas inferiores às do 
grupo anterior. Considerando esta classificação, é possível explicar a existência de uma 
actividade antibacteriana reduzida por parte do óleo essencial de T. mastichina estudado 
neste trabalho, uma vez que o óleo apresentava como componente principal 1,8-cineole, um 
monoterpenóide. Por outro lado, Faleiro et al. (2003) haviam já demonstrado que o óleo de 
T. mastichina obtido em Portugal e pertencente ao quimiotipo 1,8-cineole era caracterizado 
por uma reduzida actividade antimicrobiana. No entanto, é necessário referir que vários 
componentes parecem contribuir para a actividade antimicrobiana de um determinado óleo, 
não sendo o componente maioritário o único responsável por tal propriedade. Por outro lado, 
a variabilidade química dos óleos essenciais isolados de uma espécie revela a importância 
da sua caracterização sempre que são testadas as suas propriedades antibacterianas. 
Adicionalmente, a susceptibilidade de um determinado microrganismo ao óleo essencial 
deve também ser considerada, para evitar a má classificação de um óleo activo. 
De entre os quatro óleos essenciais estudados, os óleos de O. vulgare e S. aromaticum 
parecem possuir potencialidades para o controlo biológico de X. campestris e ser os mais 
indicados para uma futura aplicação biotecnológica.  
4. Conclusões 
A utilização de „PCR-fingerprinting‟ com BOX-, ERIC- e MSP-PCR revelou a elevada 
diversidade que caracteriza o conjunto das 121 estirpes de Xanthomonas spp. estudadas. A 
utilização individual destes marcadores genotípicos permitiu identificar e tipificar de forma 
clara a totalidade dos isolados de X. fragariae, que formaram „clusters‟ coesos, distinguindo-
os daqueles pertencentes às outras espécies. Tal como esperado, estas abordagens 
revelaram um elevado nível de homogeneidade entre os isolados dessa espécie (Roberts et 
al., 1998). Por outro lado, dos marcadores acima descritos apenas BOX- e ERIC-PCR 
permitiram a tipificação dos isolados de X. campestris. Apesar da elevada variabilidade 
revelada pelos isolados desta espécie, não foi possível a sua distinção ao nível infra-
específico, ao contrário do que havia sido registado por Rademaker et al. (2005). No caso 
dos isolados das restantes espécies deste género, BOX-PCR revelou maior potencial 
discriminante do que as restantes abordagens. 
Considerando que a maioria dos isolados estudados apenas se encontrava caracterizado 
por via bioquímica, por testes de patogenicidade e/ou por PCR com „primers‟ específicos, a 
sua caracterização genotípica com recurso aos 3 marcadores moleculares utilizados 
revelou-se essencial para o esclarecimento das suas relações taxonómicas. A integração da 
informação gerada por cada experiência individual parece ser a melhor estratégia para a 
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caracterização da diversidade e para a compreensão das relações taxonómicas das 
espécies deste género tão complexo. Esta integração permitiu a tipificação da totalidade dos 
isolados de X. fragariae e da generalidade dos isolados de X. campestris. Para as restantes 
espécies, na sua maioria relacionadas com X. axonopodis, foi possível esclarecer algumas 
das relações genómicas estabelecidas e detectar diferenças ao nível subespecífico, como 
para as subespécies X. fuscans subsp. fuscans e X. fuscans subsp. arantifolii. 
Apesar das potencialidades acima referidas, verificou-se a necessidade de proceder a 
estudos complementares envolvendo um maior número de isolados para algumas das 
espécies em estudo, de modo a preencher as lacunas ainda existentes na compreensão da 
taxonomia deste conjunto de estirpes. 
A abordagem polifásica aplicada à colecção dos isolados classificados como X. campestris 
permitiu a integração de dados fenotípicos, genotípicos e filogenéticos. Desta forma foi 
possível verificar que os isolados portugueses desta espécie são caracterizados por uma 
grande diversidade genómica e filogenética infra-específica, que não é evidenciada por 
métodos clássicos, como a análise das características culturais e bioquímicas. De facto, os 
perfis metabólicos obtidos para os isolados em estudo revelaram um baixo nível de 
variabilidade. Por outro lado, a realização de ensaios biológicos em diversos hospedeiros 
revelou que os isolados portugueses de X. campestris apresentam uma grande diversidade 
de perfis de patogenicidade. Assim, além da presença de isolados de quatro das nove raças 
de X. campestris pv. campestris até agora estabelecidas, representando 32,4% dos isolados 
em estudo, a maioria dos isolados apresentou um perfil de patogenicidade distinto, não 
sendo possível a sua inclusão nas raças estabelecidas. De facto, estes resultados 
permitiram concluir que a designação de raça parece não ser a mais adequada para 
caracterizar a diversidade de perfis de patogenicidade evidenciados por estes isolados. 
As abordagens biomoleculares utilizadas permitiram detectar um elevado nível de 
variabilidade entre os isolados portugueses de X. campestris. Através da aplicação de PCR 
com „primers‟ específicos, de „PCR-fingerprinting‟, da análise de sequências de genes 
constitutivos e dos espectros gerados por MALDI-ToF foi possível a identificação de um 
isolado indevidamente classificado como X. campestris. O isolado CPBF 47, patogénico 
apenas para Roripa nasturtium-aquaticum, parece ser, assim, exemplar único de uma 
espécie distinta das até agora descritas. Os isolados CPBF 394 e 1257 revelaram 
igualmente características atípicas, sendo necessária a aplicação de novas ferramentas, 
como por exemplo MLST („Multi Locus Sequence Typing‟), de modo a esclarecer totalmente 
a sua classificação, encontrando-se em curso novos ensaios biológicos em hospedeiros 
distintos (Raphanus sativus, Mathiola incana e Erysimum cheiri). 
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Uma vez que o controlo da bacteriose vascular das crucíferas se revela incipiente e acarreta 
elevados riscos ambientais, são necessárias estratégias alternativas. Os óleos essenciais 
obtidos de plantas aromáticas, como os orégãos e o cravinho, evidenciaram uma actividade 
antibacteriana elevada contra oito isolados de Xanthomonas sp., pelo que poderão constituir 
alternativas biotecnológicas para o controlo destes organismos. No entanto, os ensaios 
realizados representam apenas uma fase preliminar, para avaliar a existência de actividade 
biológica. De modo a que estes óleos essenciais possam ser efectivamente utilizados no 
controlo da bacteriose vascular das crucíferas e/ou de doenças causadas por organismos 
próximos em plantas brassicáceas, são necessários estudos mais profundos e a inclusão de 
ensaios biológicos que permitam avaliar concentrações mínimas inibitórias e níveis de 
citotoxicidade. 
Este trabalho permitiu, assim, esclarecer a identidade e caracterizar as estirpes de 
Xanthomonas spp. que afectam brassicáceas em Portugal, através da utilização de 
ferramentas clássicas e biomoleculares, analisar as potencialidades de novos métodos de 
controlo destas bacterioses e  perspectivar a relevância de um estudo aprofundado dos 
mecanismos moleculares responsáveis pela interacção estabelecida no patossistema 
X. campestris – B. oleracea var. costata. 
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Figura 1 – Dendrograma de perfis de ‘fingerprinting’ obtidos por BOX-PCR, utilizando o coeficiente 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 2 – Dendrograma de perfis de ‘fingerprinting’ obtidos por ERIC-PCR, utilizando o coeficiente 











































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 3 – Dendrograma de perfis de ‘fingerprinting’ obtidos por MSP-PCR, utilizando o coeficiente 





Tabela 1 – Resultados obtidos nos testes bioquímicos realizados para os 34 isolados classificados como 















































































































































46 + - - - + + + + + + + - - - - - - - - + + + + + - - + 0 
47 + + - - + + + + + + + - - - + - - - - + + + + + - - + 2 
62 + - - - + + + + + + + - - - + - - - - + - + + + - - + 2 
140 + - - - + + + + + + + - - - - - - - - + + + + + - - + 0 
143 + - - - + + + + + + + - - - + - - - - + + + + + - - + 1 
207 + + - - + + + + + + + - - - + - - - - + + + + + - - + 2 
208 + + - - + + + + + + + - - - + - - - - + + + + + - - + 2 
209 + - - - + + + + + + + - - - + - - - - + + + + + - - + 1 
210 + - - - + + + + + + + - - - - - - - - + - + + + - - + 1 
211 + - - - + + + + + + + - - - - - - - - + + + + + - - + 0 
212 + - - - + + + + + + + - - - + - - - - + - + + + - - + 2 
213 + - + - + + + + + + + - - - - - - - - + + + + + - - + 1 
216 + + + - + + + + + + + - - - - - - - - + + + + + - - + 2 
278 + - - - + + + + + + + - - - - - - - - + - + + + - - + 1 
279 + - - - + + + + + + + - - - - - - - - + - + + + - - + 1 
329 + + + - + + + + + + + - - - + - - - - + + + + + - - + 3 
330 + - + - + + + + + + + - - - - - - - - + + + + + - - + 1 
331 + - + - + + + + + + + - - - - - - - - + + + + + - - + 1 
332 + - + - + + + + + + + - - - - - - - - + + + + + - - + 1 
394 + - - - - + + + + + + - - - - - - - - + + + + + - - + 1 
489 + - - - + + + + + + + - - - - - - - - + - + + + - - + 1 
589 + - - - + + + + + + + - - - - - - - - + + + + + - - + 0 
604 + - - - + + + + + + + - - - + - - - - + + + + + - - + 1 
667 + - - - + + + + + + + - - - + - - - - + + + + + - - + 1 
668 + - - - + + + + + + + - - - - - - - - + - + + + - - + 1 
824 + - - - + + + + + + + - - - - - - - - + + + + + - - + 0 
1126 + - + - + + + + + + + - - - - - - - - + + + + + - - + 1 
1135 + - - - + + + + + + + - - - - - - - - + - + + + - - + 1 
1136 + - - - + + + + + + + - - - + - - - - + + + + + - - + 1 
1171 + + + - + + + + + + + - - - + - - - - + + + + + - - + 3 
1175 + - - - + + + + + + + - - - + - - - - + + + + + - - + 1 
1176 + - - - + + + + + + + - - - + - - - - + + + + + - - + 1 
1198 + - + - + + + + + + + - - - + - - - - + + + + + - - + 2 
1257 + - + - + + + + + + + - - - + - - - - + + + + + - - + 0 
Pos. 34 6 10 0 33 34 34 34 34 34 34 0 0 0 16 0 0 0 0 34 26 34 34 34 0 0 34  
Freq. 
(%) 100 18 29 0 97 100 100 100 100 100 100 0 0 0 47 0 0 0 0 100 76 100 100 100 0 0 100  




Tabela 2- Componentes maioritários do óleo essencial de Origanum vulgare, identificados por espectrometria de 
massa. 
Composto Área (%) Composto Área (%)
Sabineno 2,1 Trans-p-2-menteno-1-ol 1,5 
α-terpineno 6,0 Terpineno-4-ol 20,8 
p-cimeno 3,7 α -terpineol 3,5 
γ-terpineno 11,5 Metilcarvacrol 1,7 
Hidrato de trans-sabineno 1,8 Acetato de linalilo 1,1 
Terpinoleno 1,8 Timol 19,7 
Hidrato de cis-sabineno 8,5 Carvacrol 2,8 
Linalol 1,9 β-cariofileno 1,8 
 
 
Tabela 3 – Componentes maioritários do óleo essencial de Syzygium aromaticum, identificados por 
espectrometria de massa. 
Nome do Composto Área (%)
Eugenol 90,8 
β-cariofileno 6,3 
Acetato de eugenilo 2,1 
 
 






























Composto Área (%) Composto Área (%)
α –pineno 3,6 Linalol 1,0 
Sabineno 1,7 Isoborneol 1,7 
β –pineno 4,3 Terpineno-4-ol 1,2 
Limoneno 24,5 α -terpineol 2,4 
γ -terpineno 1,0 Acetato de a-terpinilo 2,1 
1,8-cineole 49   
 vi 
 
Tabela 3 – Diâmetros dos halos de inibição (mm) gerados pela aplicação dos óleos essenciais de Origanum 
vulgare, Syzigium aromaticum, Mentha pulegium e Thymus mastichina, em testes de difusão em agar para 
controlo de nove isolados de Xanthomonas spp., após 24, 48 e 72 horas de incubação.  
24 horas Origanum vulgare Syzigum aromaticum Mentha pulegium Thymus mastichina 
CPBF Placa 100 10-1 C+ C- 100 10-1 C+ C- 100 10-1 C+ C- 100 10-1 C+ C- 
46 
1A 24* 9 13 6 16 11 15 6 14 6 15 6 9 6 8 6 
1B 25 10 14 6 16,5 12 13 6 13,5 6 14 6 10 6 8 6 
2A 23 10 14 6 16 11 15 6 13,5 6 16 6 10 6 9 6 
2B 25 9 14 6 15 10 16 6 12 6 15 6 9 6 10 6 
3A 23 10 16 6 17 11 15 6 12 6 14 6 9 6 10 6 
3B 24 10 15 6 18 11 14 6 13 6 14 6 9 6 9 6 
47 
1A 21 11 14 6 16 10 12 6 14 6 12 6 11 6 9 6 
1B 20 12 14 6 16 11 11 6 15 6 12 6 11 6 9 6 
2A 21 11 13 6 19 10 11 6 13 6 14 6 11 6 8 6 
2B 22 11 13 6 18 10 12 6 13 6 12 6 12 6 8 6 
3A 20 10 14 6 19,5 11 14 6 14 6 13 6 10 6 8 6 
3B 21 10 14 6 18 11 14 6 13,5 6 13 6 11 6 9 6 
209 
1A 23 10 12 6 16 10 14 6 CI 6 CI 6 9 6 8 6 
1B 23 9 12 6 15 11 15 6 CI 6 CI 6 9 6 8 6 
2A 23 10 11 6 CI 10 CI 6 CI 6 CI 6 9 6 10 6 
2B 23 10 11 6 CI 11 CI 6 CI 6 CI 6 8 6 9 6 
3A 17 10 13 6 19 10 13 6 14 6 14 6 9 6 9 6 
3B 19 10 13 6 19 10 13 6 14 6 14 6 10 6 8 6 
211 
1A 20 10 8 6 18,5 11 10 6 16 6 CI 6 10 6 6 6 
1B 19 9 8 6 19 10 11 6 16 6 CI 6 10 6 6 6 
2A 20 9 10 6 18 11 10 6 17 6 CI 6 10 6 6 6 
2B 23 9 11 6 19 11 9 6 17 6 CI 6 10 6 6 6 
3A 21 9 11 6 19 11 9 6 15 6 CI 6 9 6 6 6 
3B 20 9 11 6 18,5 10 10 6 15 6 CI 6 9 6 6 6 
394 
1A 20 12 CI 6 CI 10 CI 6 CI 6 CI 6 8 6 6 6 
1B 21 12 CI 6 CI 10 CI 6 CI 6 CI 6 9 6 6 6 
2A CI 12 CI 6 20 11 CI 6 CI 6 12 6 10 6 6 6 
2B CI 12 CI 6 20 12 CI 6 CI 6 12 6 10 6 6 6 
3A 20 12 CI 6 20 11 CI 6 CI 6 14 6 10 6 6 6 
3B 20 12 CI 6 32 12 CI 6 CI 6 14 6 10 6 6 6 
1171 
1A 23 12 13 6 14 9 9,5 6 CI 6 CI 6 9 6 9 6 
1B 22 11 14 6 15 10 10 6 CI 6 CI 6 9 6 8 6 
2A 23 12 15 6 17 11 14 6 15 6 12 6 9 6 10 6 
2B 25 12 15 6 17 10 14 6 16 6 12 6 9 6 11 6 
3A 20 11 14 6 15 12 14 6 12,5 6 14 6 9 6 9 6 
3B 21 12 14 6 15 12 13 6 14 6 14 6 9 6 8 6 
1176 
1A CI 10 CI 6 CI 11 CI 6 CI 6 14 6 10 6 9 6 
1B CI 10 CI 6 CI 12 CI 6 CI 6 14 6 9 6 8 6 
2A CI 10 CI 6 22 11 15 6 CI 6 CI 6 9 6 9 6 
2B CI 10 CI 6 20 11 15 6 CI 6 CI 6 9 6 9 6 
3A CI 8 CI 6 22 12 14 6 CI 6 13 6 9 6 10 6 
3B CI 9 CI 6 22 12 15 6 CI 6 13 6 9 6 9 6 
1257 
1A CI 10 CI 6 22 12 9 6 21 6 9 6 9 6 17 6 
1B CI 9 CI 6 21 13 9 6 20 6 9 6 9 6 16 6 
2A 27 10 10 6 21 13 12 6 20 6 13 6 10 6 15 6 
2B 26 10 9 6 21 12 14 6 18 6 13 6 10 6 14 6 
3A 27 9 13 6 23 12 11 6 21 6 10 6 9 6 11 6 
3B 25 10 12 6 23 12 10 6 21 6 10 6 9 6 11 6 
62T 
1A 24 10 9 6 19 14 8 6 14 6 6 6 9 6 6 6 
1B 23 10 8 6 20 13 8 6 16 6 6 6 8 6 6 6 
2A 27 10 9 6 20 11 8 6 17 6 6 6 9 6 8 6 
2B 25 10 9 6 20 10 7 6 18 6 6 6 8 6 8 6 
3A 23 11 10 6 20 12 8 6 17 6 6 6 9 6 8 6 
3B 23 11 9 6 20 12 8 6 16 6 6 6 9 6 8 6 
* incluindo o diâmetro do disco de papel (6mm); C+ controlo positivo (estreptomicina 0,25 mg.mL-1); C- controlo negativo 







48 horas Origanum Vulgare Syzygium aromaticum Mentha pulegium Thymus mastichina 
CPBF Placa 100 10-1 C+ C- 100 10-1 C+ C- 100 10-1 C+ C- 100 10-1 C+ C- 
46 
1A 29 9 17 6 16 15,5 15 6 14 6 15 6 9 6 8 6 
1B 31,5 10 17 6 16,5 14,5 13 6 13,5 6 14 6 10 6 8 6 
2A 30 10 14 6 16 13 15 6 13,5 6 16 6 10 6 9 6 
2B 31 9 14 6 15 12,5 16 6 12 6 15 6 9 6 10 6 
3A 32 10 16 6 17 15 15 6 12 6 14 6 9 6 10 6 
3B 32 10 15 6 18 13,5 14 6 13 6 14 6 9 6 9 6 
47 
1A 35 11 14 6 23 10 12 6 14 6 12 6 11 6 9 6 
1B 32 12 14 6 23 11 11 6 15 6 12 6 11 6 9 6 
2A 32 11 13 6 19 10 11 6 13 6 14 6 11 6 8 6 
2B 33 11 13 6 18 10 12 6 13 6 12 6 12 6 8 6 
3A 33 10 14 6 25 11 14 6 14 6 13 6 10 6 8 6 
3B 32 10 14 6 25 11 14 6 13,5 6 13 6 11 6 9 6 
209 
1A 28 10 17 6 23 10 14 6 14 6 16 6 9 6 8 6 
1B 28 9 17 6 22,5 11 15 6 14 6 16 6 9 6 8 6 
2A 29 10 17 6 22 10 19 6 CI 6 CI 6 9 6 10 6 
2B 30 10 17 6 22 11 17 6 CI 6 CI 6 8 6 9 6 
3A 30 10 17 6 23 10 17 6 14 6 14 6 9 6 9 6 
3B 31 10 16 6 23 10 17 6 14 6 14 6 10 6 8 6 
211 
1A 28 10 14 6 25 11 15 6 16 6 13 6 10 6 6 6 
1B 27 9 15 6 26 10 15 6 16 6 14 6 10 6 6 6 
2A 32 9 14 6 23 11 14 6 17 6 14 6 10 6 6 6 
2B 30 9 15 6 20 11 15 6 17 6 14 6 10 6 6 6 
3A 30 9 16 6 24 11 14 6 15 6 12 6 9 6 6 6 
3B 33 9 16 6 23 10 15 6 15 6 12 6 9 6 6 6 
394 
1A 25 12 0 6 CI 10 6 6 16 6 6 6 8 6 6 6 
1B 26 12 0 6 CI 10 6 6 16 6 6 6 9 6 6 6 
2A CI 12 CI 6 20 11 6 6 CI 6 6 6 10 6 6 6 
2B CI 12 CI 6 20 12 6 6 CI 6 6 6 10 6 6 6 
3A 27 12 0 6 20 11 6 6 CI 6 6 6 10 6 6 6 
3B 28 12 0 6 32 12 6 6 CI 6 6 6 10 6 6 6 
1171 
1A 35 12 14 6 23 9 9,5 6 14 6 10 6 9 6 9 6 
1B 33 11 14 6 23 10 10 6 14 6 10 6 9 6 8 6 
2A 37 12 15 6 27 11 14 6 15 6 12 6 9 6 10 6 
2B 38 12 15 6 25 10 14 6 16 6 12 6 9 6 11 6 
3A 33 11 14 6 25 12 14 6 12,5 6 14 6 9 6 9 6 
3B 34 12 14 6 24 12 13 6 14 6 14 6 9 6 8 6 
1176 
1A CI 10 CI 6 24 11 19 6 14 6 19 6 10 6 9 6 
1B CI 10 CI 6 24 12 17 6 14,5 6 20 6 9 6 8 6 
2A CI 10 CI 6 22 11 20 6 16 6 22 6 9 6 9 6 
2B CI 10 CI 6 20 11 21 6 17 6 24 6 9 6 9 6 
3A CI 8 CI 6 22 12 14 6 15 6 22 6 9 6 10 6 
3B CI 9 CI 6 22 12 15 6 15 6 22 6 9 6 9 6 
1257 
1A 30 10 17 6 22 12 18 6 21 6 15 6 9 6 17 6 
1B 30 9 18 6 21 13 17 6 20 6 15 6 9 6 16 6 
2A 33 10 19 6 21 13 18 6 20 6 13 6 10 6 15 6 
2B 34 10 17 6 21 12 18 6 18 6 13 6 10 6 14 6 
3A 27 9 19 6 23 12 18 6 21 6 16 6 9 6 11 6 
3B 25 10 18 6 23 12 18 6 21 6 17 6 9 6 11 6 
62T 
1A 46 10 9 6 19 14 8 6 14 6 6 6 9 6 6 6 
1B 45 10 8 6 20 13 8 6 16 6 6 6 9 6 6 6 
2A 44 10 9 6 20 11 8 6 17 6 6 6 9 6 8 6 
2B 40 10 9 6 20 10 7 6 18 6 6 6 8 6 8 6 
3A 40 11 10 6 20 12 8 6 17 6 6 6 9 6 8 6 











72 horas Origanum Vulgare Syzygium aromaticum Mentha pulegium Thymus mastichina 
CPBF Placa 100 10-1 C+ C- 100 10-1 C+ C- 100 10-1 C+ C- 100 10-1 C+ C- 
46 
1A 40 9 17 6 23 16 20 6 14 6 15 6 9 6 8 6 
1B 40 10 17 6 22 15 18 6 14 6 14 6 10 6 8 6 
2A 41 10 19 6 23 13 15 6 14 6 16 6 10 6 9 6 
2B 40 9 18 6 20 13 16 6 12 6 15 6 9 6 10 6 
3A 40 10 19 6 21 15 17 6 12 6 14 6 9 6 10 6 
3B 41 10 19 6 21 14 18 6 13 6 14 6 9 6 9 6 
47 
1A 41 11 19 6 32 10 17 6 14 6 16 6 11 6 9 6 
1B 35 12 18 6 35 11 17 6 15 6 17 6 11 6 9 6 
2A 38 11 16 6 28 10 16 6 13 6 16 6 11 6 8 6 
2B 37 11 18 6 29 10 16 6 13 6 16 6 12 6 8 6 
3A 33 10 18 6 30 11 17 6 14 6 13 6 10 6 8 6 
3B 32 10 18 6 30 11 18 6 14 6 13 6 11 6 9 6 
209 
1A 28 10 20 6 29 10 19 6 14 6 16 6 9 6 8 6 
1B 28 9 20 6 30 11 19 6 14 6 16 6 9 6 8 6 
2A 29 10 17 6 32 10 19 6 CI 6 CI 6 9 6 10 6 
2B 30 10 17 6 30 11 17 6 CI 6 CI 6 8 6 9 6 
3A 30 10 17 6 36 10 19 6 14 6 19 6 9 6 9 6 
3B 31 10 16 6 37 10 20 6 14 6 20 6 10 6 8 6 
211 
1A 49 10 20 6 48 11 20 6 16 6 13 6 10 6 0 6 
1B 50 9 19 6 45 10 19 6 16 6 14 6 10 6 0 6 
2A 50 9 19 6 49 11 20 6 17 6 14 6 10 6 0 6 
2B 48 9 19 6 50 11 20 6 17 6 14 6 10 6 0 6 
3A 49 9 20 6 40 11 20 6 15 6 12 6 9 6 10 6 
3B 48 9 21 6 43 10 20 6 15 6 12 6 9 6 9 6 
394 
1A 25 12 6 6 25 10 6 6 16 6 6 6 8 6 6 6 
1B 26 12 6 6 26 10 6 6 16 6 6 6 9 6 6 6 
2A CI 12 6 6 25 11 6 6 CI 6 6 6 10 6 6 6 
2B CI 12 6 6 25 12 6 6 CI 6 6 6 10 6 6 6 
3A 27 12 6 6 38 11 6 6 15 6 6 6 10 6 6 6 
3B 28 12 6 6 43 12 6 6 14 6 6 6 10 6 6 6 
1171 
1A 35 12 20 6 42 9 18 6 14 6 10 6 9 6 9 6 
1B 33 11 19 6 42 10 17 6 14 6 10 6 9 6 8 6 
2A 37 12 19 6 50 11 19 6 15 6 16 6 9 6 14 6 
2B 38 12 19 6 50 10 19 6 16 6 16 6 9 6 13 6 
3A 33 11 13 6 50 12 17 6 13 6 14 6 9 6 9 6 
3B 34 12 13 6 48 12 19 6 14 6 14 6 9 6 8 6 
1176 
1A 33 10 25 6 30 11 19 6 14 6 20 6 10 6 9 6 
1B 33 10 25 6 30 12 17 6 15 6 23 6 9 6 8 6 
2A 26 10 25 6 22 11 20 6 16 6 25 6 9 6 9 6 
2B 29 10 23 6 20 11 21 6 17 6 28 6 9 6 9 6 
3A 30 8 17 6 33 12 21 6 15 6 25 6 9 6 10 6 
3B 30 9 19 6 33 12 20 6 15 6 25 6 9 6 9 6 
1257 
1A 30 10 17 6 22 12 18 6 21 6 15 6 9 6 17 6 
1B 30 9 18 6 21 13 17 6 20 6 15 6 9 6 16 6 
2A 33 10 19 6 21 13 18 6 20 6 17 6 10 6 19 6 
2B 34 10 17 6 21 12 18 6 18 6 17 6 10 6 18 6 
3A 27 9 27 6 23 12 18 6 21 6 16 6 9 6 14 6 
3B 25 10 28 6 23 12 18 6 21 6 17 6 9 6 15 6 
62T 
1A 50 11 10 6 21 13 8 6 14 6 6 6 8 6 8 6 
1B 47 11 10 6 21 14 9 6 14 6 6 6 8 6 7 6 
2A 49 10 9 6 21 12 8 6 15 6 6 6 8 6 10 6 
2B 46 9 9 6 21 11 9 6 15 6 6 6 8 6 10 6 
3A 44 11 11 6 22 13 9 6 15 6 8 6 9 6 10 6 
3B 45 11 11 6 22 13 9 6 15 6 7 6 9 6 10 6 
 
